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Résumé 

Le virus Herpès simplex de type 1 (HSV-1), agent étiologique des feux 

sauvages, possède une structure multicouche comprenant une capside 

icosaédrale qui protège le génome viral d’ADN, une couche protéique très 

structurée appelée tégument et une enveloppe lipidique dérivant de la cellule 

hôte et parsemée de glycoprotéines virales. Tous ces constituants sont acquis 

séquentiellement à partir du noyau, du cytoplasme et du réseau trans-golgien. 

Cette structure multicouche confère à HSV-1 un potentiel considérable pour 

incorporer des protéines virales et cellulaires. Toutefois, l’ensemble des 

protéines qui composent ce virus n’a pas encore été élucidé. De plus, malgré 

son rôle critique à différentes étapes de l’infection, le tégument demeure 

encore mal défini et ce, tant dans sa composition que dans la séquence 

d’addition des protéines qui le composent. Toutes ces incertitudes quant aux 

mécanismes impliqués dans la morphogenèse du virus nous amènent à 

l’objectif de ce projet, soit la caractérisation du processus de maturation 

d’HSV-1. 

Le premier article présenté dans cette thèse et publié dans Journal of 

Virology s’attarde à la caractérisation protéique des virus extracellulaires 

matures. Grâce à l’élaboration d’un protocole d’isolation et de purification de 

ces virions, une étude protéomique a pu être effectuée. Celle-ci nous a permis 

de réaliser une cartographie de la composition globale en protéines virales des 

virus matures (8 protéines de la capside, 23 protéines du tégument et 13 

glycoprotéines) qui a fait la page couverture de Journal of Virology. De plus, 

l’incorporation potentielle de 49 protéines cellulaires différentes a été révélée. 

Lors de cette étude protéomique, nous avons aussi relevé la présence 

de nouveaux composants du virion dont UL7, UL23, ICP0 et ICP4. Le deuxième 

article publié dans Journal of General Virology focalise sur ces protéines via 
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une analyse biochimique afin de mieux comprendre les interactions et la 

dynamique du tégument. Ces résultats nous révèlent que, contrairement aux 

protéines ICP0 et ICP4, UL7 et UL23 peuvent être relâchées de la capside en 

présence de sels et que les cystéines libres jouent un rôle dans cette relâche. 

De plus, cet article met en évidence la présence d’ICP0 et d’ICP4 sur les 

capsides nucléaires suggérant une acquisition possible du tégument au noyau. 

La complexité du processus de morphogenèse du virus ainsi que la mise 

en évidence d’acquisition de protéines du tégument au noyau nous ont incités 

à poursuivre nos recherches sur la composition du virus à un stade précoce de 

son cycle viral. Les capsides C matures, prémisses des virus extracellulaires, 

ont donc été isolées et purifiées grâce à un protocole innovateur basé sur le tri 

par cytométrie en flux. L’analyse préliminaire de ces capsides par protéomique 

a permis d’identifier 28 protéines virales et 39 protéines cellulaires. Les 

données recueilles, comparées à celles obtenues avec les virus extracellulaires, 

suggèrent clairement un processus séquentiel d’acquisition des protéines du 

tégument débutant dans le noyau, site d’assemblage des capsides. 

Finalement, tous ces résultats contribuent à une meilleure 

compréhension du processus complexe de maturation d’HSV-1 via l’utilisation 

de techniques variées et innovatrices, telles que la protéomique et la 

cytométrie en flux, pouvant être appliquées à d’autres virus mais aussi 

permettre le développement de meilleurs traitements pour vaincre l’HSV-1. 

 

Mots-clés : Herpès simplex de type 1, virus extracellulaire, capside nucléaire, 

protéomique, tégument, cytométrie en flux 
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Abstract 

Herpes simplex virus type 1 (HSV-1), the etiological agent of cold sores, 

has a multilayered structure that includes an icosahedral capsid that protects 

the viral DNA genome, a highly structured proteinaceous layer called 

tegument and a host-derived lipid envelope studded with viral glycoproteins. 

All these constituents are sequentially acquired from the nucleus, the 

cytoplasm and the trans-Golgi network. This multilayered structure confers to 

HSV-1 a considerable potential to incorporate viral and cellular proteins; 

however, all the proteins that compose this virus have not yet been 

elucidated. Moreover, despite its critical role at different stages of infection, 

the tegument is still poorly defined both in its composition and its sequence of 

addition of proteins. All these uncertainties about the mechanisms involved in 

the morphogenesis of the virus lead us to the goal of this project, which is the 

characterization of the maturation process of HSV-1. 

The first article presented in this thesis and published in Journal of 

Virology focuses on the protein characterization of extracellular mature virus. 

After developing a protocol for the isolation and purification of these virions, a 

proteomics study was performed. It allowed us to map the global viral protein 

composition of mature virions (8 capsid proteins, 23 tegument proteins and 13 

glycoproteins), which made the cover page of Journal of Virology. Moreover, 

the potential incorporation of 49 cellular proteins was revealed. 

During this proteomics study, we confirmed the incorporation of novel 

virion components including UL7, UL23, ICP0 and ICP4. The second article 

published in Journal of General Virology focuses on these viral proteins by 

using a biochemical analysis to better understand the interactions and 

dynamic of the tegument. Our results revealed that, unlike ICP0 and ICP4 

proteins, UL7 and UL23 can be released from the capsid in the presence of salts 
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and that free cysteines play a role in this release. Moreover, this article 

highlights the presence of ICP0 and ICP4 on the nuclear capsids suggesting a 

potential acquisition of tegument proteins in the nucleus. 

The complexity of the viral morphogenesis process and the discovery of 

the tegument acquisition in the nucleus led us to pursue our research on the 

virus composition at an early stage of its viral cycle. The nuclear C capsids, 

precursors to the extracellular virus, were isolated and purified with an 

innovative protocol based on fluorescence activated cell sorting (FACS). The 

preliminary analysis of these capsids by proteomics allows us to identify 28 

viral proteins and 39 cellular proteins. The collected data, compared to those 

obtained with extracellular viruses, clearly suggest a sequential process of 

tegument proteins acquisition starting in the nucleus, the assembly site of 

HSV-1 capsids. 

Finally, all these results contribute to a better understanding of the 

complex process of HSV-1 maturation by using varied and innovative 

techniques such as proteomic and FACS, which can be applied to other viruses 

and allow the development of better treatments to fight HSV-1. 

 

Keywords : Herpes simplex type 1, extracellular virus, nuclear capsid, 

proteomic, tegument, FACS 
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INTRODUCTION 

Aussi petits soient-ils, les virus ont, de par leur impact majeur sur 

toutes les formes de vie, façonné l’histoire et l’évolution de leurs hôtes. 

L’étude des virus et de leur cellule hôte a contribué de manière significative à 

des découvertes extraordinaires en élucidant de nouveaux concepts et outils à 

la base de nos connaissances les plus fondamentales en génétique, en biologie 

cellulaire et moléculaire et en médecine. Ainsi, les virus nous côtoient depuis 

des milliers d’années et nous nous sommes tellement bien adaptés à certains 

d’entre eux, et réciproquement, que de nombreux virus comme le virus 

Herpès simplex de type 1 (HSV-1), nous infectent à notre insu. Toutefois, 

malgré sa discrétion apparente, HSV-1 est à l’origine de différentes 

pathologies dont les lésions orolabiales, communément appelées feux 

sauvages, ainsi que de maladies plus graves telles que les kératites et les 

encéphalites. Le désir de comprendre et de contrôler de telles maladies 

devient alors une des raisons principales menant à l’étude du cycle viral  

d’HSV-1. Les travaux de recherche présentés dans cette thèse de doctorat, 

intitulée caractérisation de la migration d’HSV-1 par protéomique, reflètent 

clairement cet intérêt scientifique. Par contre, avant de plonger dans ce sujet 

passionnant, il convient d’amener ce projet en introduisant brièvement les 

principales caractéristiques et propriétés d’HSV-1 et d’exposer clairement les 

objectifs de recherche. Afin d’appuyer ces objectifs, les résultats publiés ou 

non au cours de cette étude seront présentés. Finalement, une discussion 

générale incluant quelques suggestions de perspectives de recherche 

découlant des résultats obtenus au cours de ce projet de doctorat et une 

brève conclusion cloront cette thèse. 
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1 -  Le virus Herpès simplex de type 1 (HSV-1) 

A -  Historique 

Personne ne sait précisément quand et par qui a été découvert le virus 

herpès. Toutefois, en 2500 avant Jésus-Christ (av. J.-C), les premières 

descriptions de plaies ressemblant à celles causées par l’herpès ont été mises 

en évidence sur des tablettes sumériennes ainsi que dans l’un des plus anciens 

traités médicaux soit le Papyrus Ebers en 1500 av. J.-C. (1, 2). Le terme 

« herpès » d’origine grecque et signifiant « rampant » fut, quant à lui, utilisé 

pour la première fois par Hippocrate pour décrire des lésions se propageant à 

la surface de la peau (3). Plusieurs autres faits historiques ont ensuite été 

rapportés dont celui de la tentative de l’empereur romain Tibère de limiter la 

propagation de ce qui devait être l’herpès labial en proscrivant les baisers 

durant les cérémonies et les rituels publics (4). C’est ensuite au tour de 

l’écrivain William Shakespeare, dans sa célèbre pièce de Roméo et Juliette, de 

sous-entendre la présence de lésions herpétiques sur les lèvres de Juliette (5). 

En 1736, John Astruc, en tant que médecin du roi Louis XV, décrit pour la 

première fois, grâce à l’étude des prostituées sous surveillance médicale, la 

relation entre l’herpès et les organes génitaux dans son traité sur les maladies 

vénériennes intitulé De Morbis Veneris (6). 

Au 19ème siècle, des définitions plus rigoureuses et contemporaines de 

cette maladie émergent et le terme « herpès simplex » fait son apparition (2). 

En 1808, Robert Willan et son collègue Thomas Bateman sont ainsi les 

premiers à différencier l’herpès labial de l’herpès génital (7). Toutefois, il 

faudra attendre près d’un siècle, soit en 1893 pour que la transmission du 

virus d’un individu à l’autre soit mise en évidence par le dermatologue français 

Jean-Baptiste Émile Vidal tandis que le caractère infectieux de l’herpès nous 

sera révélé qu’en 1919 par Loewenstein (2). 
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Dès le 20ème siècle, les recherches s’intensifient. En 1912, Wilhelm Grüter 

poursuit ses travaux sur des modèles animaux et découvre que l’agent 

responsable des infections herpétiques peut croître sur des embryons de 

poulets et de lapins et qu’il peut aussi se transmettre d’un lapin à l’autre (2, 8). 

En 1938, Robert Doerr met en évidence la production endogène de virus sous 

l’influence de certains stimuli (2, 9). Cette découverte est immédiatement 

suivie par celle de Burnet et Williams qui, en 1939, publient un article 

décrivant les propriétés de persistance et de latence du virus de l’herpès (10). 

Dans les années 1950, le développement de la culture cellulaire et l’étude 

du système nerveux central (SNC) permet l’isolation d’autres membres de la 

famille des herpèsvirus. Cette percée met alors en évidence la capacité du 

virus à causer d’autres maladies telles que les encéphalites, les kératites et 

l’herpès néonatal (11-15). Dès lors, en 1962, le Dr. Karl Schneweis découvre le 

fruit de millions d’années d’évolution et révèle l’existence de deux sérotypes 

différents : le virus herpès simplex de type 1 (HSV-1) qui affecte 

principalement la région labiale et le virus herpès simplex de type 2 (HSV-2) 

qui est associé aux organes génitaux (16). 

Dans les années 1960 et 1970, les bases fondatrices de la recherche sur le 

virus herpès sont posées et des découvertes clés sont faites. Parmi celles-ci, on 

retrouve la caractérisation de l’architecture et de la taille de la particule virale 

(17-19), la description de la structure complexe du génome viral (20-23) ainsi 

que la mise en évidence de la grande variété de protéines qui composent le 

virus (24, 25). 

La campagne médiatique entourant l’herpès dans les années 80 combinée 

au développement de la biochimie, de l’immunologie et de la biologie 

moléculaire permettent une collecte d’informations importantes concernant 

entre autres la fonction et la régulation de l’expression des gènes viraux ainsi 

que l’interaction entre les protéines virales et les protéines cellulaires (26, 27). 
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Au cours des vingt dernières années, la perception des virus comme agents 

étiologiques a considérablement évolué. En effet, grâce à l’avènement du 

génie génétique, la communauté scientifique prend graduellement conscience 

du potentiel des herpèsvirus en tant qu’outils thérapeutiques. Ces virus 

peuvent ainsi potentiellement être utilisés comme agents prophylactiques, 

vecteurs pour la thérapie génique ou encore comme virus oncolytiques (2, 28-

32). D’agents responsables d’un mal honteux, les virus herpétiques deviennent 

peu à peu des alliés incontournables à la recherche biomédicale. Toutefois, 

comme pour toute approche thérapeutique, il convient de connaître 

parfaitement l’outil utilisé. Par conséquent, l’étude approfondie des virus et de 

leurs interactions avec les cellules qu’ils infectent devient alors indispensable 

afin d’éviter tout effet non désiré ou du moins de les limiter. 

B -  La famille des Herpesviridae 

Historiquement, la classification de la famille Herpesviridae, dont fait partie 

HSV-1, était basée uniquement sur quatre caractéristiques structurales 

communes : un cœur d’ADN double brin linéaire de 124 à 230 kilopaires de 

bases (kpb), une capside icosaédrale d’environ 100 nm protégeant l’ADN, une 

couche de protéines entourant la capside et une enveloppe bilipidique dans 

laquelle sont ancrées les glycoprotéines virales (28, 33). 

Récemment, l’accumulation de données par séquençage d’ADN a mené à 

la révision de cette classification par le Comité international de taxonomie des 

virus (ICTV). Ainsi, un nouvel ordre nommé Herpesvirales a été créé et contient 

dorénavant trois familles : les Alloherpesviridae regroupant les virus 

d’amphibiens et de poissons, les Malacoherpesviridae qui n’inclut qu’un virus 

infectant les mollusques bivalves et la famille révisée des Herpesviridae ne 

comprenant maintenant plus que les virus de reptiles, d’oiseaux et de 

mammifères (34) (Figure 1). 
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Étant donné le nombre important de membres de la famille Herpesviridae 

et la grande diversité de leurs hôtes, cette famille a été subdivisée selon les 

propriétés biologiques des virus en trois sous-familles : les Alphaherpesvirinae, 

les Betaherpesvirinae et les Gammaherpesvirinae. 

 

 
Figure 1 : Classification de l’ordre des Herpesvirales 
 

Les Alphaherpesvirinae regroupent des virus capables d’infecter une large 

gamme d’hôtes. Ils se répliquent et se propagent rapidement en culture 

cellulaire. De plus, ils sont capables d’induire une lyse efficace des cellules 

infectées et d’établir une infection latente principalement, mais non 

exclusivement, dans les ganglions sensoriels. Cette sous-famille comprend les 

genres Simplexvirus et Varicellovirus qui infectent les mammifères, les genres 

Mardivirus et Itovirus qui ciblent les oiseaux ainsi que des virus de reptiles non 

catégorisés (28, 33). 
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Les Betaherpesvirinae se caractérisent plutôt par leur nombre restreint 

d’hôtes. Leur cycle réplicatif est aussi plus long en culture cellulaire et les 

cellules deviennent souvent hypertrophiées (cytomégalie). Ces virus peuvent 

également établir la latence et ce, principalement dans les glandes sécrétoires, 

les cellules lymphoréticulaires et les cellules rénales. Cette sous-famille est 

divisée en quatre genres principaux qui infectent les mammifères : les 

Cytomegalovirus, les Muromegalovirus, les Proboscivirus et les Roseolovirus 

(28, 33). 

Les Gammaherpesvirinae n’ont, quant à eux, qu’un nombre d’hôtes très 

restreint. En culture cellulaire, tous les membres peuvent se répliquer dans les 

cellules lymphoblastiques alors que seuls quelques-uns peuvent causer des 

infections lytiques et ce, seulement dans certaines lignées de cellules 

épithéliales et fibroblastiques. Les virus de cette sous-famille infectent les 

lymphocytes B ou T ainsi que les cellules endothéliales et induisent des 

infections latentes dans les tissus lymphoïdes. Certains de ces virus possèdent 

également un pouvoir oncogène. Les quatre principaux genres de cette  

sous-famille, qui ont pour hôte les mammifères, sont les Lymphocryptovirus, 

les Macavirus, les Percavirus et les Rhadinovirus (28, 33). 

Parmi les différents pathogènes qui composent cette grande famille des 

Herpesviridae, seuls huit d’entre eux sont strictement associés à des 

pathologies humaines (Tableau 1). Chez les Alphaherpesvirinae, on retrouve 

les deux virus herpès simplex HSV-1 et HSV-2 ainsi que le virus varicelle-zona 

(VZV) qui cause, comme son nom l’indique, la varicelle et le zona. Dans la  

sous-famille des Betaherpesvirinae, il y a le cytomégalovirus humain (HCMV) et 

les virus herpès humains de type 6A, 6B et 7 (HHV-6A, HHV-6B et HHV-7) qui 

sont associés à la roséole. Finalement, en ce qui concerne les 

Gammaherpesvirinae, ce sont le virus herpès associé au sarcome de Kaposi 

(KSHV) et le virus d’Epstein-Barr (EBV) responsable de la mononucléose et 

pouvant causer divers lymphomes qui ont été identifiés (28, 33).  
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Tableau 1 : Principales pathologies associées 
aux sous-familles des Herpesviridae 

D’après Fields Virology (35) 

 

C -  Pathologies et symptômes causés par HSV-1 

HSV-1 est responsable de plusieurs maladies dont la sévérité varie 

d’asymptomatique à létale (28, 36, 37). Bien qu’une grande proportion des 

individus infectés ne développe pas de symptômes, environ 40 % de cette 

population subit des épisodes de récurrence. Selon les individus, cette 

réactivation peut survenir à une fréquence se chiffrant en termes de mois ou 

d’années. La gravité des pathologies causées par HSV-1 peut toutefois avoir un 

impact considérable sur la vie des personnes atteintes. 

 Herpès mucocutané 

La manifestation physique la plus courante causée par HSV-1 est l’herpès 

labial, communément appelé bouton de fièvre ou feu sauvage (28, 33). La 

primo-infection est généralement asymptomatique. Toutefois, s’il y a des 

symptômes, ceux-ci sont souvent plus prononcés chez le jeune enfant. Les 

lèvres ainsi que les muqueuses de la cavité buccale et des gencives peuvent 

alors être atteintes. On parle donc d’une gingivo-stomatite. La réactivation 

d’HSV-1 se manifeste ensuite par l'apparition d’un bouquet de vésicules 
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douloureuses, le plus souvent sur et autour des lèvres. L’apparition du feu 

sauvage est habituellement précédée d’un prodrome associé à un picotement, 

à de la chaleur et à de la douleur probablement dus à la réplication précoce du 

virus dans les terminaisons nerveuses de l’épiderme ou de la muqueuse. En 

plus de causer des lésions labiales, HSV-1 peut aussi se manifester sous de 

multiples formes telles que l’herpès génital, le panaris herpétique (infection 

des mains), l’herpès du gladiateur chez les sportifs, l’eczéma herpétique, 

l’ulcère, l’amygdalite ainsi que diverses infections du système digestif 

(pharyngite et œsophagite) et respiratoire (infections de la trachée et des 

bronches) (38, 39). 

 Herpès oculaire 

Parmi les troubles plus graves causés par HSV-1, on retrouve l’herpès 

oculaire. Les infections affectant l’appareil visuel peuvent causer des 

inflammations et des lésions au niveau de la paupière (blépharite), de la 

conjonctive (conjonctivite), de la cornée (kératite) et même de l’iris et du 

cristallin (iridocyclite) (40, 41). Les récurrences ne touchent typiquement qu’un 

seul œil et leur fréquence est habituellement similaire à celle des infections 

orolabiales. Des récidives fréquentes peuvent cependant entraîner une 

détérioration cornéenne nécessitant une greffe de la cornée (28, 39). Cette 

maladie potentiellement grave peut conduire à la cécité en cas de récidive. 

C’est d’ailleurs la première cause de cécité d’origine infectieuse dans les pays 

industrialisés (42, 43). 

 Infections du système nerveux central 

D’autres manifestations sérieuses d’HSV-1 sont les infections du SNC 

pouvant mener à différents troubles neurologiques graves et même à la mort. 

Parmi ces infections, on retrouve la myélite, la radiculite, la méningite et 

l’encéphalite (44, 45). Les symptômes annonciateurs de cette dernière sont de 
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la fièvre, des maux de tête, une altération de l’état de conscience, des 

désordres mentaux et des convulsions. En présence de ces symptômes, si 

aucun traitement n’est apporté rapidement au patient, le taux de mortalité 

peut atteindre 70% (46). L’atteinte neurologique progressive semble résulter 

d’une accumulation des dommages causés par les réactivations fréquentes du 

virus dans le cerveau (47). 

 Paralysie de Bell et maladie d’Alzheimer 

HSV-1 a également été incriminé en tant qu’agent étiologique de plusieurs 

autres maladies du SNC dont la Paralysie de Bell et la maladie d’Alzheimer. La 

paralysie de Bell est un type de paralysie faciale impliquant le nerf crânien 

facial et empêchant ainsi le contrôle adéquat des muscles faciaux concernés. 

Bien que la cause exacte de cette paralysie reste inconnue, une hypothèse 

virale repose sur le fait qu’HSV-1 soit détecté dans le nerf facial de plus de 60% 

des patients atteints de cette maladie (48). De plus, il s’avère que les patients 

atteints de la paralysie de Bell sont plus sujets aux réactivations fréquentes 

d’HSV-1 (49). Ceci suggère donc qu’HSV-1 pourrait être impliqué dans la 

pathogenèse de cette maladie. La maladie d’Alzheimer est, quant à elle, une 

maladie neurodégénérative qui entraîne la perte progressive et irréversible 

des fonctions mentales et notamment de la mémoire. Il s’agit en fait de la 

forme de démence la plus commune (50). La recherche actuelle sur cette 

maladie s’attarde principalement à la formation et à l’accumulation de plaques 

de β-amyloïde entre les neurones ainsi qu’aux agrégats de protéines tau 

formant les dégénérescences neurofibrillaires à l'intérieur des neurones  

(51-53). Même s’il reste encore beaucoup à apprendre sur les causes de cette 

maladie, certaines études ouvrent la porte à un possible rôle d’HSV-1 dans 

l’évolution de la maladie d’Alzheimer. Dans un premier temps, les scientifiques 

ont émis l’hypothèse qu’un débalancement important de l’expression des 

protéines de l’hôte induite lors de l’infection par HSV-1 pouvait mener au 
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déclenchement de signaux pro-inflammatoires et apoptotiques conduisant 

alors à une dégénérescence prématurée des cellules cérébrales (54-56). Dans 

un second temps, la forte homologie entre certaines protéines virales et des 

protéines cellulaires impliquées dans la formation de plaques de β-amyloïde 

ou d’agrégats de protéines tau pourraient aussi potentiellement contribuer au 

développement de la maladie d’Alzheimer (57-60). L’approfondissement des 

connaissances au sujet d’HSV-1 pourrait donc permettre d’éclaircir la 

pathogenèse de la maladie d’Alzheimer. 

 Herpès néonatal 

L’infection herpétique néonatale est presque invariablement 

symptomatique et fréquemment fatale pour le nouveau-né. La transmission 

de l’infection in utero est plutôt rare, tandis que l’infection au cours du 

passage du fœtus par les voies génitales de la mère infectée est plus 

fréquente. L’herpès néonatal est habituellement dû à HSV-2, mais une 

infection à HSV-1 entraîne des formes disséminées évolutives plus graves 

qu’avec HSV-2. L’infection disséminée possède le moins bon pronostic et ce, 

malgré l’initiation précoce de la thérapie antivirale (33, 61-63). 

 Herpès et patients immunodéficients 

Les patients dont le système immunitaire est compromis à cause d’une 

immunothérapie (greffe et cancer), d’une maladie associée (SIDA ou maladie 

congénitale) ou d’une malnutrition sont plus à risque de développer des 

infections primaires et récurrentes sévères à HSV-1. De plus, puisque le virus 

persiste de façon permanente chez l’hôte, il y a un risque plus élevé 

d’infections concomitantes par des pathogènes multiples tels que le virus de 

l'immunodéficience humaine (VIH) (64-71). Par exemple, il existe une forte 

association entre les lésions génitales herpétiques majoritairement dues à 

HSV-2, mais pouvant aussi être causées par HSV-1, et la présence du VIH  
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(67, 69, 72, 73). En effet, la rupture de la barrière épithéliale et l’agrégation de 

lymphocytes T CD4+ engendrée par les ulcérations herpétiques rendent la 

porte d’entrée au VIH plus accessible (67, 70, 73). De plus, l’infection par le 

VIH intensifie la fréquence, la sévérité et la durée des infections actives des 

virus herpès simplex (67, 74, 75). Certains gènes d’HSV-1 (ICP0, ICP27, US11 et 

VP16) augmenteraient même la transcription des gènes du VIH (76-82). Ainsi, 

de façon réciproque, le traitement de l’une des infections peut réduire la 

gravité des effets de l’autre infection. 

D -  Traitements et prévention 

Depuis le milieu des années 1920, le développement de vaccins pour 

prévenir l’infection par HSV-1 suscite l'intérêt des scientifiques. Ces recherches 

ont ainsi permis, à partir des années 1970, de développer plusieurs agents 

antiviraux à la base du traitement clinique actuel (2). Même si ces produits ne 

permettent pas d'éliminer le virus de l'organisme, ils soulagent tout de même 

la douleur en atténuant la sévérité des symptômes et limitent la propagation 

des lésions en diminuant la production active de nouveaux virus et en 

restreignant sa transmission. 

Parmi les agents antiviraux disponibles sur le marché, notons, entre autres, 

l’Aciclovir, le Penciclovir, le Ganciclovir, des analogues nucléosidiques, le 

Cidofovir, un analogue nucléotidique ainsi que le Foscarnet, un analogue de 

pyrophosphates (33, 83). Les analogues nucléosidiques et nucléotidiques 

ciblent tous l’activité de l’ADN polymérase virale. Les analogues nucléosidiques 

subissent une première phosphorylation sélective via la thymidine kinase 

virale plutôt que par celle de l’hôte, puis deux autres phosphorylations par des 

kinases cellulaires. Les analogues nucléotidiques sont, quant à eux, déjà mono-

phosphatés et ne requiert donc qu’une di-phosphorylation par les kinases 

cellulaires. Tant pour les analogues nucléosidiques que pour les analogues 

nucléotidiques, la phosphorylation fournit alors un nucléotide triphosphaté qui 
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entre compétition avec un des substrats de l’ADN polymérase virale. Suite à 

son insertion irréversible dans l’ADN en cours de réplication, la synthèse de 

l’ADN viral prend fin et la multiplication virale est bloquée. Le Foscarnet, quant 

à lui, inhibe directement la polymérase virale et, par le fait même, la 

réplication du virus en bloquant sélectivement le site de liaisons des 

pyrophosphates sur l’ADN polymérase virale. D’autres mécanismes d’action 

ont aussi été envisagés pour lutter contre le virus dont l’inactivation de la 

ribonucléotide réductase (84) ou du complexe hélicase-primase (85-87), 

l’inhibition des protéases virales (88) ou de la glycosylase ADN-uracil (89) ou 

encore le blocage de la fusion de l’enveloppe virale avec la membrane 

cellulaire (90). Tous les mécanismes thérapeutiques décrits ci-haut agissent au 

niveau des protéines virales ce qui rend les médicaments spécifiques aux 

cellules infectées et empêchent ainsi les dommages collatéraux aux cellules 

saines. Toutefois, bien qu’ils parviennent à réduire les symptômes lors des 

épisodes de réactivation du virus, aucun de ces agents n’entraînent une 

guérison complète puisqu’aucun n’est capable de cibler les virus en phase 

latente. De plus, à long terme, l’utilisation de ces drogues exerce une pression 

sélective favorisant l'émergence spontanée de virus mutants résistants aux 

médicaments disponibles (28, 91). 

Afin de parvenir à une guérison complète, il s’avère donc primordial de 

parfaire nos connaissances sur le fonctionnement d’HSV-1 et sur ses 

interactions avec son hôte à l’aide de la recherche fondamentale. De plus, le 

développement de médicaments antiherpétiques devrait aussi s’attarder à la 

persistance du virus en identifiant les protéines virales et cellulaires 

essentielles au maintien de la latence. Tout cela pourrait alors permettre le 

développement de nouvelles cibles thérapeutiques menant à l’élaboration de 

nouveaux antiviraux, voire à la mise au point d’un vaccin. 
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E -  Latence d’HSV-1 

Tous les virus de la famille Herpesviridae partagent une propriété 

biologique remarquable : la latence (63, 92). De façon théorique, la latence 

peut se définir comme étant une infection durant laquelle le génome viral est 

présent sous un état non réplicatif dans une cellule infectée et de laquelle il 

peut se réactiver de façon intermittente (93). La latence d’HSV-1 peut être 

divisée en trois phases : l’établissement, le maintien et la réactivation  

(Figure 2) (28, 94). 

 

 
Figure 2 : Les différentes phases de la latence chez HSV-1 
La primo-infection des cellules épithéliales de la muqueuse buccale donne lieu à une 
production de virus qui migrent par transport rétrograde jusqu’aux neurones du 
ganglion trijumeau. La latence est alors établie et le génome viral persiste sous forme 
épisomale. Sous l’effet de divers stimuli, la réactivation est amorcée et permet la 
production de nouveaux virus qui retournent par transport antérograde vers les 
cellules épithéliales proches du site de la primo-infection. Image adaptée de Knipe et 
al. (95). 

 

L’établissement de la latence est précédé d’une primo-infection durant 

laquelle le virus infecte généralement les cellules épithéliales de la muqueuse 



14 

 

buccale. Dès lors, les virus nouvellement produits pénètrent dans les neurones 

sensoriels innervant l’épithélium des muqueuses. Ils migrent ensuite par 

transport rétrograde axonal dans le nerf trijumeau jusqu’aux corps cellulaires 

des neurones du ganglion trijumeau (aussi appelé ganglion de Gasser). C’est à 

cet endroit que la latence virale s’installe et, par conséquent, le ganglion 

trijumeau devient donc un réservoir naturel d’HSV-1 (63, 93, 96, 97). 

Durant la phase de latence, le génome viral persiste sous forme épisomale 

(95, 98, 99). De plus, étant associé à de nombreuses histones hypoacétylées, le 

génome très condensé devient alors incapable de se répliquer et l’expression 

des gènes en protéines est réprimée (100-102). Malgré l’absence de 

réplication et de traduction virale, une activité transcriptionnelle est 

maintenue sur le gène LAT (103-105). Cette région transcriptionnelle complexe 

conduit à la synthèse d’un ARN polyadénylé non codant de 8.3kb (106-109). Ce 

transcrit primaire, peu abondant et instable, est rapidement épissé en un ARN 

exonique instable de 6.3kb et en un intron stable et abondant de 2kb  

(105-107, 109, 110). Ce dernier peut alors subir un second épissage générant 

un nouvel intron de 1.5kb (109, 111-113). Ces trois ARNs (8.3kb, 2kb et 1.5kb) 

sont nommés LATs (transcrits associés à la latence). D’autres transcrits issus du 

gène LAT ont aussi été identifiés dont un transcrit en amont (UOL), un transcrit 

de 0.7kb débutant en amont du gène LAT et se terminant dans le gène LAT, 

trois transcrits antisens (AL, AL2 et AL3) ainsi que deux petits ARNs (LAT sRNA1 

et LAT sRNA2) (109, 113-115). De plus, récemment, il a été mis en évidence 

que le gène LAT code aussi pour huit microARNs (miARNs) d’environ 22 

nucléotides (nt), soit miR-H1 à miR-H8 (107, 116-122). La biogenèse de ces 

miARNs non immunogéniques commence par la synthèse de longs ARNs 

primaires (pri-miARNs) à partir du gène LAT via l’ARN polymérase II. Ces  

pri-miARNs possèdent au moins une structure en épingle à cheveux reconnue 

par une ARNase III nommée Drosha qui clive les extrémités 5’ et 3’ pour 

former un pré-miARN. Celui-ci, constitué de 60 à 80 nt en épingle à cheveux, 
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est rapidement exporté du noyau vers le cytoplasme par l’exportine 5, une 

GTPase Ran. Ce pré-miARN est ensuite reconnu par une ARNase III 

cytoplasmique, appelée Dicer, qui clive la boucle de la structure en épingle à 

cheveux pour générer un petit ARN double brin. Un des brins de ce duplex est 

finalement incorporé dans le complexe RISC pour former un miARN mature 

(107, 113, 117-119, 122-125). 

 

 
Figure 3 : Biogenèse des miARNs 
Le gène est transcrit via l’ARN polymérase II (Pol II) en ARN possèdant une ou plusieurs 
structures en épingles à cheveux et est appelé pri-miARN. Celui-ci est alors reconnu 
par l’ARNase III nommée Drosha qui clive les extrémités 5’ et 3’ pour former un  
pré-miARN. Ce dernier est exporté dans le cytoplasme par l’exportine 5 (Exp 5). Le  
pré-miARN est finalement reconnu par une ARNase III cytoplasmique (Dicer) qui clive 
la structure en épingle à cheveux et ainsi forme un miARN duplex. Un des brins de ce 
duplex est finalement incorporé dans le complexe RISC pour former un miARN mature 
pouvant inhiber la traduction ou dégrader les ARNm de la protéine ciblée. Image 
adaptée de Cullen (126). 
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Ces miARNs ont alors, entre autres, la capacité de réguler négativement, 

par un mécanisme antisens, les ARN messagers (ARNm) des gènes viraux tels 

qu’ICP0, ICP4 et ICP34.5 (108, 113, 117-119, 122, 127-131). Il n’est donc pas 

surprenant que plusieurs fonctions soient attribuées à la complexité 

transcriptionnelle du gène LAT telles que l’établissement et le maintien de 

l’état de latence, la réactivation lorsque nécessaire mais aussi la virulence et la 

protection des neurones face à l’apoptose pour assurer leur survie (109, 113, 

132-135). 

 

La réactivation peut avoir lieu à la suite de divers stimuli tels qu’un 

traumatisme local au site de l’infection primaire, un stress émotionnel ou 

physique, une exposition aux rayons ultraviolets, une immunodéficience, un 

changement hormonal, le froid, la fatigue, etc (28, 136-139). Certaines 

protéines virales semblent aussi impliquées dans la réactivation d’HSV-1 

notamment pour modifier la configuration du génome qui doit passer de sa 

forme épisomale condensée à une forme linéaire non nucléosomique mais 

aussi pour amorcer l’expression et la synthèse des protéines virales 

nécessaires à la production de nouveaux virus (140-145). Une fois la 

réactivation amorcée, les virus infectieux nouvellement produits voyagent par 

transport antérograde axonal du ganglion trijumeau jusqu’aux tissus 

périphériques des muqueuses ayant servi de site d’entrée du virus lors de la 

primo-infection (146-151). Cette nouvelle infection due à la réactivation peut 

toutefois être associée ou non à des symptômes. 
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2 -  Structure d’HSV-1 

Tout comme les autres membres de la famille des Herpesviridae, HSV-1 se 

caractérise par quatre éléments distincts : un cœur d’ADN double brin linéaire, 

une capside icosaédrale d’environ 100 nm protégeant l’ADN, une couche de 

protéines entourant la capside et une enveloppe bilipidique dans laquelle sont 

ancrées les glycoprotéines virales (28, 33) (Figure 4). Passons donc maintenant 

en revue chacune de ces caractéristiques morphologiques. 

 

 
Figure 4 : Structure et composition d’HSV-1 
Le virus Herpès simplex de type 1 est constitué de quatre structures principales : un 
génome d’ADN bicaténaire linéaire, une capside icosaédrale d’environ 100 nm 
protégeant l’ADN, une couche protéique appelée tégument entourant la capside et 
une enveloppe bilipidique dans laquelle sont ancrées les glycoprotéines virales. Image 
adaptée de Dr. Marko Reschke (http://www.biografix.de/). 
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A -  Génome viral 

Le génome d’HSV-1, séquencé en 1988, est composé d’un ADN bicaténaire 

linéaire de 152 kpb (152, 153) (Figure 5). Cet ADN est constitué de deux 

segments liés de façon covalente, soit une séquence unique longue (UL) et une 

séquence unique courte (US). Ces segments sont flanqués de séquences 

nommées TRL et TRS pour les séquences répétées terminales et IRL et IRS pour 

les séquences répétées internes de chacun des segments UL et US 

respectivement (20, 154, 155). Dans la région UL, les séquences répétées sont 

aussi désignées ab (TRL) et b’a’ (IRL) et dans la région US, les séquences 

répétées sont ca (TRS) et a’c’ (IRS) (155). Le génome viral contient 3 origines de 

réplication nommées selon leur localisation dans les segments UL et US, soit 

oriL et oriS. OriL se trouve en une seule copie dans le segment UL, alors qu’oriS, 

située dans une séquence répétée du segment US, est présente en deux copies 

(155-159). 

 

 
Figure 5 : Organisation du génome d’HSV-1 
Le génome d’HSV-1 est constitué d’une séquence unique longue (UL) et d’une séquence 
unique courte (US). Ces segments sont flanqués de séquences nommées TRL (ab) et TRS 
(ca) pour les séquences répétées terminales et IRL (b’a’) et IRS (a’c’) pour les séquences 
répétées internes de chacun des segments UL et US respectivement. Le génome viral 
contient aussi trois origines de réplication, une dans la séquence UL (oriL) et deux dans 
la séquence US (oriS). 
 

Tant les séquences uniques, courtes et longues, que les séquences 

répétées codent pour des protéines virales. Le génome d’HSV-1 exprime au 

moins 84 protéines différentes à partir de 89 cadres de lecture ouverts (ORF). 

Parmi les 84 protéines, 5 sont exprimées à partir des séquences répétées, 65 à 
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partir du segment long UL et 14 à partir du segment court US (160). Les gènes 

viraux sont généralement nommés selon leur localisation dans chacun des 

segments UL et US, suivi d’un numéro correspondant à leur position relative de 

gauche à droite (28, 152). Les protéines virales sont, quant à elles, désignées 

selon leur propriété générale, i.e. VP pour protéine virale, ICP pour protéine de 

cellule infectée, g pour glycoprotéine ou encore par leur fonction. Dans 

certains cas, elles peuvent même être identifiées par le gène à partir duquel 

elles sont transcrites (pUL ou pUS). Ces désignations sont, de plus, suivies d’un 

numéro ou d’une lettre. À des fins de simplification, la nomenclature utilisée 

dans le texte qui suit se fera à l’aide de la terminologie la plus communément 

utilisée pour désigner une protéine virale. De plus, une énumération complète 

des gènes et des protéines virales codées par HSV-1 est présentée en annexe 

afin de servir de référence tout au long de cette thèse (Annexe 1). 

B -  Capside 

La capside virale est un polyèdre à 20 faces (icosaèdre) qui mesure environ 

100 nm de diamètre. Elle est composée de 162 sous-unités protéiques 

appelées capsomères. Ces derniers sont constitués de 150 hexons (6 copies) et 

de 12 pentons (5 copies) de la protéine VP5 (28, 161, 162). Les capsomères 

sont reliés entre eux par 320 triplexes, chacun composé de deux copies de 

VP23 et d’une copie de VP19C (163, 164). De plus, au sommet de chaque 

hexon de VP5, on retrouve 6 copies de VP26 formant un anneau (28, 164, 

165). La capside contient aussi un dodécamère (12 copies) de la protéine UL6, 

nommée portal étant donné sa fonction permettant l’entrée ou la relâche du 

matériel génétique viral (166-168). Cette structure est fermée par un 

« bouchon » formé de la protéine UL25 (169, 170). 
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C -  Tégument 

Le tégument représente la couche protéique située entre la nucléocapside 

(capside contenant l’ADN viral) et l’enveloppe virale. Cette structure organisée 

serait composée d’au moins 20 protéines virales (28). Les protéines 

constituant le tégument sont acquises de façon séquentielle à partir de trois 

compartiments cellulaires majeurs, soit le noyau, le cytoplasme et le réseau 

trans-golgien (TGN) durant la morphogenèse du virus (171-173). Bien que 

cette séquence d’addition soit encore floue, plusieurs études récentes 

soulignent l’importance des protéines tégumentaires tout au long cycle viral 

(174-176).  

Dès l’entrée dans la cellule, la majorité des protéines du tégument se 

dissocient de la capside et sont libérées dans le cytoplasme suite à l’action de 

kinases cellulaires et virales (UL13 et US3) (175, 177). Toutefois, les protéines 

UL36 et UL37 demeurent associées à la capside et facilitent le transport des 

capsides vers le noyau via les microtubules (178-180). Parmi les protéines 

tégumentaires relâchées dans le cytoplasme lors de l’entrée, certaines jouent 

un rôle précoce dans les mécanismes d’évasion immunitaire (US3, US11, ICP0, 

ICP27, ICP34.5, ICP47 et UL41) (175, 181-183) et d’apoptose (US3, UL7, UL13, 

UL14, ICP4, ICP22 et ICP27) (109, 175, 184, 185) tandis que la protéine VP16 

(UL48) est redirigée vers le noyau via son interaction avec UL14 pour initier la 

cascade d’expression des gènes viraux (186). Au cours de l’expression génique 

et de la réplication de l’ADN viral, plusieurs protéines interviennent pour 

réguler l’expression des différentes classes de gènes viraux dont ICP0, ICP4, 

ICP22, ICP27 et ICP47 alors que d’autres protéines tégumentaires ayant une 

activité enzymatique telles que la thymidine kinase UL23 et la dUTPase UL50 

sont impliquées dans le métabolisme des nucléotides (174, 175). Ensuite, 

l’addition des premiers téguments dont UL36 et UL37 débute dans le noyau 

tandis que d’autres protéines du tégument (US3, UL31 et UL34) aident les 
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capsides à sortir du noyau (172, 187). Toutefois, la majorité de la couche 

tégumentaire est acquise dans le cytoplasme et au TGN. Les protéines UL11, 

UL48 et UL49 forment le noyau des interactions capside-tégument et 

tégument-enveloppe en créant de nombreuses liaisons avec d’autres 

protéines du tégument telles qu’UL16, UL17, UL21, UL35, UL36, UL38, UL46, etc 

(172, 174, 175, 187, 188). Tel que mentionné, les protéines du tégument sont 

donc impliquées dans différentes étapes de maturation du virus dont le 

ciblage des composantes virales vers les sites adéquats (sites de réplication, 

d’assemblage, d’enveloppement secondaire, etc.) (186, 189-191), dans le 

transport du virus (de l’entrée du virus jusqu’à sa sortie de la cellule hôte) via 

l’interaction avec différents constituants du cytosquelette et le recrutement 

de moteurs (179, 180, 189, 192-195), dans la régulation de l’expression des 

protéines et des gènes cellulaires et viraux (175, 196), dans l’assemblage des 

virions (175, 197-203) et même dans les mécanismes d’évasion immunitaire et 

dans l’apoptose (181, 185, 204-207). Certaines de ces protéines du tégument 

possèdent également une activité enzymatique fort utile (protéine kinase, 

thymidine kinase, déubiquitinase, E3 ubiquitine ligase, deoxyuridine 

triphosphatase) (208-216). L’ajout de ces nombreuses protéines implique, bien 

entendu, un réseau complexe d’interactions capside-tégument, tégument-

tégument et tégument-enveloppe (174, 175, 188, 217-220). À noter que les 

protéines du tégument sont aussi capables de s’auto-assembler selon un 

processus indépendant de l’assemblage de la capside. Ce processus mène à la 

formation de particules non infectieuses comprenant le tégument et 

l’enveloppe nommées L-particles (221-223). 

Longtemps considéré comme une couche amorphe de protéines (224), 

plusieurs études soulèvent maintenant l’idée que le tégument serait une 

structure dynamique (175, 225-227). Les premières évidences à ce sujet 

viennent de l’étude de la morphogenèse du virus puisque celui-ci subit 

plusieurs étapes d’association-dissociation du tégument. En effet, dès l’entrée, 
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la majorité du tégument se dissocie de la capside. Puis, d’autres téguments 

sont de nouveau acquis au noyau, dans le cytoplasme et au TGN. Ce caractère 

dynamique du tégument est aussi accentué par la différence de composition 

protéique des virus périnucléaires, qui contiennent les téguments UL31, UL34 

et US3, comparés aux virus extracellulaires qui perdent UL31 et UL34 pour ne 

conserver qu’US3. Plus récemment, une étude a démontré qu’une maturation 

du tégument favorisant les interactions capside-tégument au sein des virus 

extracellulaires pourrait aussi agir comme mécanisme d’adaptation du virus 

afin de maintenir son infectivité lors de sa relâche dans l’environnement 

extérieur (225). Finalement, il a aussi été démontré que les cystéines des 

protéines du tégument pouvaient être modifiées lors de l’attachement du 

virus à la cellule ainsi que lors du passage du virus par les vésicules à faible pH 

du TGN et ainsi influencer les interactions entre les différentes composantes 

du virus (226-229). 

 

D -  Enveloppe 

L’enveloppe des virus matures est enrichie en sphingomyéline et en 

phosphatidylsérine, deux lipides caractéristiques des membranes du TGN 

(230). Ceci confirme d’ailleurs les études supportant le TGN comme étant le 

site d’enveloppement final d’HSV-1 (171-173, 218, 231-236). Cette enveloppe 

virale est parsemée de plusieurs glycoprotéines virales (gB, gC, gD, gE, gG, gH, 

gI, gJ, gK, gL, gM et gN) ainsi que de quelques protéines virales membranaires 

non glycosylées (UL20, UL43, UL45, UL56 et US9) (28). Bien que toutes les 

protéines de l’enveloppe ne soient pas essentielles à la réplication du virus en 

culture cellulaire, il n’en demeure pas moins que l’enveloppe virale est, quant 

à elle, essentielle pour que le virus soit infectieux (237-239). De plus, les 

glycoprotéines sont particulièrement importantes lors de l’entrée du virus 

dans la cellule (240-242), lors de la relâche nucléaire du virus (236, 243-246), 
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lors de l’enveloppement final (236, 247-249), lors de la fusion cellule-cellule 

(250-252), mais aussi en ce qui concerne la réponse immunitaire (253-256). 

Finalement, l’ADN viral, la capside, le tégument et l’enveloppe assemblés 

forment un virion mature mesurant environ 200 nm de diamètre (28). 

 

3 -  Cycle viral d’HSV-1 

A -  Attachement et entrée 

La première étape du cycle viral d’HSV-1 est l’attachement du virus à une 

cellule hôte afin d’y entrer et de s’y répliquer (Figure 6). Pour initier une 

infection, le virus doit donc s’attacher à la surface des cellules et fusionner son 

enveloppe avec la membrane cellulaire. Ce processus est complexe parce qu’il 

requiert plusieurs glycoprotéines et que chacune de ces glycoprotéines est 

multifonctionnelle et capable d’interagir avec un ou plusieurs récepteurs 

cellulaires ainsi qu’avec d’autres glycoprotéines virales pour induire la fusion 

(257). De plus, selon le type cellulaire infecté, il existe différents modes 

d’entrée du virus, soit par la fusion directe de l’enveloppe virale avec la 

membrane plasmique (MP) dans les cellules Véro, Hep2 et les cellules 

neuronales (97, 258) ou par la voie de l’endocytose via un mode dépendant du 

pH dans les cellules épithéliales HeLa, CHO-K1 et les kératinocytes (259-261) 

ou indépendant du pH dans les mélanomes B78H1 (262, 263). 

Malgré des mécanismes d’entrée distincts, tous nécessitent une liaison 

avec un récepteur cellulaire ainsi qu’un processus de fusion. Les cinq 

glycoprotéines virales impliquées dans ce processus sont gB, gC, gD et le 

complexe hétérodimérique gH/gL (264, 265). 
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Figure 6 : Mécanismes d’attachement et d’entrée d’HSV-1 
Cinq glycoprotéines d’HSV-1 sont impliquées dans l’entrée : gB, gC, gD, gH et gL. gB et 
gC initient l’attachement via leurs liaisons aux différents récepteurs cellulaires. gD 
stabilise de façon spécifique cet attachement en se liant à son récepteur cellulaire. 
Cette interaction provoque un changement conformationnel de gD déclenchant la 
fusion de l’enveloppe virale avec la MP via l’activation de gB et du complexe gH/gL. 
Image adaptée de Sedy et al. (266). 

 

L’attachement du virus est une étape réversible qui est initiée par 

l’interaction de gB et/ou gC avec le sulfate d’héparane présent à la surface des 

cellules ou pour gB avec d’autres récepteurs tels que le PILRα (récepteur α 

couplé à l’immunoglobuline de type 2) (28, 267-272). Malgré le fait que ces 

interactions améliorent l’efficacité de l’infection, gC n’est pas essentielle à 

cette étape (268). L’attachement viral est ensuite stabilisé par une étape 

irréversible de liaison entre gD et l’un de ses récepteurs cellulaires (28, 242, 

257, 273). Brièvement, gD peut interagir avec au moins trois types de 

récepteurs différents : le médiateur d’entrée des virus herpétiques (HVEM ou 

HveA) qui est un membre de la famille des récepteurs du facteur de nécrose 

tumorale alpha (TNF-α) (274-276) ; la nectine-1 (ou HveB) et la nectine-2 (ou 

HveC) qui font partie des molécules d’adhésion cellulaire de la superfamille 

des immunoglobulines (277-281) ainsi qu’une forme spécifique de sulfate 
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d’héparane, le 3-O-sulfate d’héparane sulfaté (3-OS HS), modifiée par une 3-O-

sulfotransférase (282-285). Suite à son interaction avec son récepteur, gD 

subit un changement conformationnel permettant l’activation de gB et du 

complexe gH/gL déclenchant ainsi la machinerie nécessaire à la fusion de 

l’enveloppe virale avec la MP de la cellule hôte (28, 240, 241, 286). Même si 

gB, gH et gL sont indispensables à ce mécanisme de fusion (287, 288), les 

détails de celui-ci demeurent toutefois encore méconnus et controversés dans 

la littérature (289-291). La fusion des membranes virale et cellulaire permet 

ensuite l’entrée et la libération de la nucléocapside et des protéines du 

tégument dans le cytoplasme de la cellule hôte. Après l’entrée, tandis que la 

majorité des protéines du tégument se détachent de la nucléocapside, seules 

trois protéines ont été identifiées comme restant potentiellement associées à 

la nucléocapside, soit UL36, UL37 et US3 (180, 189, 292). En exploitant la 

machinerie cellulaire, ces protéines deviennent alors essentielles au transport 

de la nucléocapside vers le noyau via les dynéines associées aux microtubules 

(179, 180, 192, 193, 293). Ce transport intracytoplasmique permet finalement 

aux nucléocapsides d’atteindre les pores nucléaires par lesquels le transfert de 

l’ADN viral au cœur du noyau aura lieu (178, 294-299). 

B -  Cascade d’expression des gènes viraux 

Une fois que l’ADN viral se trouve dans le noyau de la cellule hôte, 

l’objectif du virus est de répliquer son ADN et de produire toutes les protéines 

virales nécessaires à la formation de nouveaux virions. La transcription du 

génome viral est alors initiée par l’ARN polymérase II cellulaire, responsable de 

la synthèse des ARNm viraux nécessaires à l’expression des protéines virales, 

en collaboration avec la protéine virale VP16 (28). En effet, VP16, relâchée lors 

de l’entrée du virus avec les autres protéines du tégument, interagit ensuite 

avec au moins deux facteurs cellulaires différents (Oct-1 et HCF-1) pour être 

rapidement importée dans le noyau et y former un complexe avec l’ARN 
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polymérase II (142, 300-304). Ainsi, une synthèse de novo de VP16 n’est pas 

nécessaire pour commencer la transcription des gènes viraux. Ces gènes sont 

classés en trois groupes selon leur cinétique d’expression : les gènes très 

précoces (α ou IE pour immediate early), les gènes précoces (β ou E pour early) 

et les gènes tardifs (ϒ ou L pour late) (28, 196) (Figure 7).  

 

 
Figure 7 : Cascade d’expression des gènes viraux 
L’ADN viral est injecté dans le noyau et rapidement circularisé. Les gènes α sont 
exprimés et transcrits par l’ARN polymérase II cellulaire stimulée par VP16. Les 
protéines α transportées dans le noyau activent l’expression des gènes β. Les protéines 
β impliquées dans la réplication de l’ADN permettent à celle-ci de commencer et 
stimulent l’expression des gènes ϒ codant pour des protéines structurales. Image 
adaptée de Knipe et al. (95). 

 

Les gènes α expriment 5 protéines multifonctionnelles ICP0, ICP4, ICP22, 

ICP27 et ICP47 qui stimulent la transcription subséquente des gènes β et ϒ. Les 

protéines exprimées par les gènes β sont, quant à elles, majoritairement 

impliquées dans la réplication du génome viral. Sept protéines virales issues de 

ces gènes sont essentielles à la réplication de l’ADN viral (UL5, UL8, UL9, UL29, 

UL30, UL42 et UL52). Les autres, notamment la thymidine kinase virale (TK ou 



27 

 

UL23), la ribonucléotide réductase (UL39/UL40), la dUTPase (UL50) et l’uracyl 

ADN glycosylase (UL2) contrôlent le métabolisme des nucléotides. L’expression 

des protéines β permet le déclenchement de la réplication du génome viral 

qui, à son tour, promeut l’expression des protéines issues des gènes ϒ. Ces 

protéines ϒ sont pour la plupart des composantes structurales du virion, 

incluant des protéines de la capside, du tégument et de l’enveloppe. Parmi les 

protéines ϒ, il existe deux sous-classes : les ϒ1 qui sont exprimées relativement 

tôt suite à leur activation par les protéines α et qui ne sont donc pas 

dépendantes de la réplication de l’ADN viral, même si celle-ci stimule leur 

synthèse et les ϒ2 exprimées plus tardivement puisqu’elles requièrent 

absolument l’initiation de la réplication du génome viral (305). 

Cette cascade d’expression protéique des gènes viraux est accompagnée 

d’une série de mécanismes permettant de favoriser l’expression des protéines 

virales au détriment de celle des protéines cellulaires. Parmi ces mécanismes, 

on retrouve l’autorégulation de l’expression des gènes α via la liaison d’ICP4 à 

des éléments répresseurs sur son propre promoteur ce qui favorise 

l’expression des gènes β et ϒ (28, 306-308). Le virus provoque aussi la 

dégradation des ARNm cellulaires et viraux spécifiques via la protéine UL41 

(vhs) permettant ainsi une transition plus rapide entre les différentes classes 

de gènes viraux (309-312). Toujours dans le but de favoriser les ARNm viraux 

qui, eux, ne nécessitent que très peu d’épissage, la protéine ICP27 inhibe 

l’épissage des ARNm bloquant ainsi la traduction adéquate des protéines 

cellulaires (313-316). L’accumulation d’ARNs viraux tend toutefois à stimuler la 

phosphorylation d’un facteur cellulaire d’initiation de la traduction (eiF-2α) 

menant à l’arrêt de la synthèse protéique. Pour contrecarrer cet effet, les 

protéines ICP34.5, US11 et gB agissent de concert pour prévenir cette 

inhibition par la cellule (317-320). 
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C -  Réplication de l’ADN viral 

Les protéines β sont responsables de l’initiation de la réplication du 

génome viral. Une fois ces protéines exprimées, plusieurs d’entre elles se 

regroupent au sein de structures spécialisées, appelées compartiments de 

réplication, et formées dans le noyau de la cellule infectée (28, 155, 321). 

L’ADN viral linéaire nouvellement arrivé dans le noyau se circularise et rejoint 

les protéines β au niveau des compartiments de réplication (155, 322). La 

réplication de l’ADN viral est alors initiée selon un mécanisme de type  

thêta (θ) (Figure 8). 

La protéine UL9 se lie à des séquences spécifiques présentes dans les 

origines de réplication et, grâce à sa liaison à l’ADN et à son activité hélicase, 

elle initie le déroulement et la séparation des brins d’ADN. Ceci permet alors le 

recrutement de la protéine ICP8 qui se lie à l’ADN simple brin. Ensemble, ces 

deux protéines mobilisent à la fourche de réplication les cinq autres protéines 

impliquées dans la réplication de l’ADN, soit UL5, UL8, UL30, UL42 et UL52. Le 

complexe hélicase-primase (UL5/UL52), aussi appelé primosome, possède à lui 

seul les activités ATPase ADN-dépendante, hélicase et primase (155). À ce 

complexe s’ajoute la protéine UL8 qui stimule l’activité et l’efficacité du 

primosome ainsi que l’ADN polymérase (UL30/UL42) permettant la synthèse de 

nouveaux brins d’ADN viraux. La réplication virale passe ensuite du mode θ au 

mode de réplication circulaire (rolling circle) par un mécanisme encore 

inconnu (28). Ce dernier mode de réplication génère plusieurs copies de l’ADN 

viral arrangées en un concatémère qui sera ensuite clivé en monomères lors 

de l’incorporation de l’ADN viral dans les capsides (323-326). 
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Figure 8 : Modèle de la réplication de l’ADN d’HSV-1 
La réplication de l’ADN viral débute par un mécanisme de type θ au cours duquel UL9 
puis ICP8 se lient à une origine de réplication pour initier le déroulement et la 
séparation des brins d’ADN. Les protéines formant les complexes de l’hélicase-primase 
et de l’ADN polymérase sont recrutées pour cette première phase de la réplication. 
Celle-ci sera suivie d’une réplication circulaire (rolling circle) permettant la production 
de concatémères d’ADN. Image adaptée de Lehman et al. (322). 

 

D -  Assemblage et maturation des capsides 

La synthèse des différentes protéines virales permet maintenant au virus 

de procéder à l’assemblage et à la maturation de ses capsides dans le noyau 

(Figure 9). 
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Figure 9 : Assemblage et maturation des capsides virales 
L’assemblage des capsides d’HSV-1 débute par la formation d’une procapside 
composée des protéines VP5, préVP22a, VP23, VP19C, UL26 et UL6. Après différentes 
étapes de maturation via UL26, cette procapside peut alors devenir une capside A ou 
une capside B, qui sont des produits incomplets, ou encore une capside C mature. 
Image adaptée de Catalano et al. (327) et de Weller et al. (109). 

 

Tout d’abord, un complexe se forme entre la protéine majeure de la 

capside VP5 et la protéine préVP22a (UL26.5) qui constitue l’échafaudage 

interne de la capside en formation. À ce complexe s’ajoutent le triplexe formé 

des protéines VP23 et VP19C, la protéase UL26 essentielle à la maturation ainsi 

que la protéine portal UL6. Cet arrangement de protéines donne ainsi 

naissance à une capside immature nommée procapside (91, 109, 328). Celle-ci 

diffère de la capside mature par sa forme plus relâchée et donc plutôt 

sphérique qu’icosaédrale. Ensuite, afin d’augmenter leur stabilité, ces 

procapsides passent par une série d’étapes de maturation (329). Tout d’abord, 

elles subissent un clivage des protéines d’échafaudage interne, soit préVP22a 

et UL26. Au cours de ce processus, la protéine UL26 s’autoprotéolyse pour 

donner deux protéines, soit VP21 et VP24. La protéine VP24, qui constitue la 

forme active de la protéase, digère à son tour la protéine préVP22a en 

protéine VP22a. Ces modifications mènent alors au changement de 

conformation de la capside. Celle-ci s’angularise et passe donc d’une forme 
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sphérique à une forme icosaédrale. La capside dorénavant plus stable est 

maintenant prête à empaqueter l’ADN viral (91, 109, 328, 330). 

À ce stade, trois types de capsides peuvent être formés, soit les capsides A, 

B et C (91, 109, 327, 331). Ces trois formes de capsides sont distinguables par 

microscopie électronique (EM) (Figure 10).  

 

 
Figure 10 : Capsides A, B et C par microscopie électronique 
Par microscopie électronique, plusieurs caractéristiques distinctives différencient les 
trois types de capsides nucléaires. Les capsides A ont le centre de la capside blanc car 
elles ne contiennent ni ADN, ni protéines d’échafaudage. Les capsides B, qui ont 
conservé leurs protéines d’échafaudage et pouvant contenir un peu d’ADN, sont plutôt 
grisées en leur centre. Les capsides C ont, quant à elles, un cœur très dense aux 
électrons typique de la présence d’ADN. Image tirée de Chang et al. (332). 

 

Les capsides A relâchent les protéines d’échafaudage VP21, VP22a et VP24 

et sont incapables d’incorporer l’ADN viral. Ces capsides sont donc considérées 

comme abortives. Les capsides B conservent, quant à elles, les protéines VP21, 

VP22a et VP24. Cependant, la place occupée par ces protéines au cœur de la 

capside empêche l’ADN d’être totalement empaqueté. Ces capsides ne 

contiennent donc que peu ou pas d’ADN. Pour la plupart des auteurs, les 

capsides A et B sont considérées comme étant des produits incomplets, sans 
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maturation subséquente. Les capsides C correspondent à la forme mature de 

la capside retrouvée dans les virions. Toutefois, pour atteindre ce stade de 

maturation, plusieurs étapes sont encore nécessaires. Ainsi, simultanément, 

on assiste à la relâche des protéines VP21 et VP22a et à la conservation de la 

protéine VP24 ainsi qu’à l’incorporation de l’ADN au cœur de la capside (109, 

330). L’encapsidation nécessite l’action de sept protéines virales : UL6, UL15, 

UL17, UL25, UL28, UL32 et UL33 (91, 109, 333). Grâce, entre autres, aux 

protéines UL17, UL25 et UL32 impliquées dans l’empaquetage de l’ADN (169, 

334-337), celui-ci est inséré sous sa forme concatémérique dans la capside via 

le portal (UL6) (338, 339). Lorsqu’une unité complète du génome est présente 

dans la capside, les protéines du complexe de la terminase (UL15 et UL28) ainsi 

que la protéine UL33 s’associent pour cliver spécifiquement le concatémère 

d’ADN viral en un monomère (340-345). De plus, pour empêcher une sortie 

non contrôlée de l’ADN viral, UL25, qui agit comme un bouchon, retient l’ADN 

viral à l’intérieur de la capside (335). Une fois l’ADN incorporé, les 

nucléocapsides matures formées sont des capsides C. Celles-ci sont 

maintenant prêtes à sortir du noyau et à poursuivre leur périple au sein de la 

cellule. 

E -  Transport intracellulaire 

Les nucléocapsides virales nouvellement formées dans le noyau doivent 

maintenant franchir plusieurs étapes avant d'être relâchées hors de la cellule 

en tant que virus matures infectieux. Le parcours exact que vont emprunter 

ces nucléocapsides lors des dernières étapes de maturation et de transport 

sont encore aujourd'hui matière à controverse (28, 171, 346). En effet, trois 

modèles tentant d'expliquer la sortie des capsides du noyau ainsi que leur 

transport jusqu’à la MP existent : le modèle classique ou luminal (347, 348) , le 

modèle des pores élargis (349, 350) ainsi que le modèle de  

dé-enveloppement/ré-enveloppement (171, 176, 351). 
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Le modèle luminal ou classique (Figure 11) propose tout d’abord que les 

nucléocapsides bourgeonnent avec la membrane nucléaire interne (MNI). 

Ensuite, ces virus enveloppés contenus dans l’espace périnucléaire, soit 

l'espace compris entre les membranes nucléaires interne et externe, migrent 

jusqu’à la MP à l’aide de vésicules de transport empruntant la voie de 

sécrétion classique (réticulum endoplasmique (RE), appareil de Golgi et TGN). 

Les virus sont finalement relâchés hors de la cellule suite à la fusion entre la 

vésicule de transport et la MP.  

 

 
Figure 11 : Modèle luminal ou classique du transport d’HSV-1 
Selon le modèle luminal de transport d’HSV-1, les nucléocapsides bourgeonnent à la 
MNI pour former des virus enveloppés qui migrent jusqu’à la MP via des vésicules 
empruntant la voie de sécrétion classique : ER, Golgi et TGN. Les virions sont 
finalement relâchés à l’extérieur de la cellule lors de la fusion entre la vésicule et la 
MP. Image adaptée de Fields Virology (35). 

 

La principale critique de ce modèle vient de la composition protéique et 

lipidique de l’enveloppe des virus relâchés. En effet, les virions produits via ce 

modèle possèdent une enveloppe ayant une composition lipidique dérivée de 

celle des membranes nucléaires et contenant les protéines virales UL31 et 

UL34. Or, il a été démontré que les virus extracellulaires possèdent plutôt une 

enveloppe ayant une composition lipidique proche des membranes 
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cytoplasmiques et qu’ils sont exempts des protéines UL31 et UL34 (230, 352, 

353). De plus, ce modèle n’explique en aucun cas la présence de capsides nues 

dans le cytoplasme observée par plusieurs laboratoires (28, 346). 

 

Le modèle des pores élargis (Figure 12), récemment suggéré par P. Wild, 

ajoute au modèle luminal une voie alternative de sortie des nucléocapsides du 

noyau. Selon ce nouveau modèle, les nucléocapsides sortent du noyau en 

empruntant des pores nucléaires élargis. Les capsides nues délivrées dans le 

cytoplasme peuvent ensuite bourgeonner avec l’un des compartiments 

cellulaires tels que l’espace périnucléaire, le RE, l’appareil de Golgi ou le TGN. 

Peu importe où les capsides bourgeonnent, elles seront ensuite sécrétées hors 

de la cellule par la voie de sécrétion classique. 

 

 
Figure 12 : Modèle des pores élargis du transport d’HSV-1 
Selon le modèle des pores élargis, les nucléocapsides sont délivrées sous forme de 
capsides nues dans le cytoplasme via un passage par des pores nucléaires élargis. Ces 
capsides bourgeonnent ensuite avec un des compartiments cellulaires (MNE, ER, Golgi 
ou TGN) et empruntent la voie de sécrétion classique afin d’être relâchées à l’extérieur 
de la cellule sous forme de virus enveloppés. Image adaptée de Fields Virology (35). 

 

Même si ce modèle, contrairement au modèle luminal, fournit une 

explication à la présence de capsides nues dans le cytoplasme, il n’en demeure 

pas moins que ce modèle des pores élargis est très critiqué. En effet, étant 

donné la taille imposante des capsides (100 nm de diamètre et environ  

200 MDa) (354, 355), le passage de celles-ci à travers des pores nucléaires 

dilatés ne peut s’effectuer de façon passive. Il y aurait donc une perte de 
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l'intégrité nucléaire et donc une perte de la rétention des protéines nucléaires. 

Or, plusieurs études concernant le déplacement de certaines protéines virales 

entre le noyau et le cytoplasme lors de l'infection confirment que l'intégrité 

nucléaire est conservée et ne supportent donc pas l’hypothèse de la sortie des 

capsides virales hors du noyau via des pores nucléaires élargis (28, 356-358). 

 

Le modèle de dé-enveloppement/ré-enveloppement comporte trois 

étapes principales (Figure 13).  

 

 
Figure 13 : Modèle de dé-enveloppement/ré-enveloppement du transport 
d’HSV-1 
Selon le modèle de dé-enveloppement/ré-enveloppement, les nucléocapsides 
bourgeonnent avec la MNI (enveloppement primaire). Ces virus maintenant 
enveloppés fusionnent ensuite avec la MNE et sont libérés dans le cytoplasme sous 
forme de capsides nues (dé-enveloppement). Les capsides cytoplasmiques acquièrent 
finalement leur enveloppe au TGN (ré-enveloppement/enveloppement secondaire). À 
partir de ce compartiment, les vésicules contenant les virions sont transportées 
jusqu’à la MP afin de relâcher les virus matures à l’extérieur de la cellule. Image 
adaptée de Fields Virology (35). 

 

Tout d’abord, les nucléocapsides acquièrent une enveloppe en 

bourgeonnant avec la MNI. Cette première étape est appelée enveloppement 

primaire. Ensuite, ces nouveaux virus enveloppés fusionnent avec la 

membrane nucléaire externe (MNE) permettant la libération de 
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nucléocapsides nues dans le cytoplasme. C’est l’étape du  

dé-enveloppement. Finalement, les nucléocapsides acquièrent leur enveloppe 

finale au TGN, c’est l’étape du ré-enveloppement.  

Ce modèle est très largement accepté car ils supportent les différentes 

évidences morphologiques et biochimiques rapportées dans la littérature (230, 

346, 352, 353, 359). Étant donné la prépondérance de ce modèle, plusieurs 

étapes et joueurs clés dans le transport du virus doivent être approfondies. 

Selon le modèle de dé-enveloppement/ré-enveloppement, les 

nucléocapsides présentes dans le noyau doivent rejoindre la MNI afin d’y 

bourgeonner. Le transport intranucléaire des capsides semble dépendre des 

filaments d’actine nucléaires induits lors de l’infection (360-362). Cependant, 

pour que les capsides puissent atteindre la MNI, le réseau de lamines 

nucléaires doit être altéré. À l’origine de cette modification, on retrouve une 

kinase cellulaire, la protéine kinase C, ainsi que trois protéines virales UL31, 

UL34 et US3 (353, 363-367). Ces protéines agissent ensemble pour 

phosphoryler les lamines nucléaires et ainsi permettre leur dissolution. Ceci 

permet alors un contact étroit entre les nucléocapsides et la MNI menant au 

bourgeonnement. D’ailleurs, seules deux protéines virales, soit UL31 et UL34, 

sont nécessaires à cette étape (212, 368-370). Les nouvelles particules virales 

enveloppées présentes dans l’espace périnucléaire sont appelés virus 

périnucléaires. Ces derniers procèdent ensuite à une étape de 

dé-enveloppement au cours de laquelle, ils se débarrassent de leur enveloppe 

primaire en fusionnant avec la MNE et sont libérés sous forme de 

nucléocapsides nues dans le cytoplasme (172, 236, 371). Les mécanismes 

moléculaires sous-jacents à la fusion des virus périnucléaires avec la MNE 

demeurent toutefois encore peu compris. La plupart des données générées à 

l’aide d’expériences utilisant des mutants d’HSV-1 démontrent un potentiel 

rôle des protéines US3, gB, gD, gH/gL, gM, UL20 et gK dans ce processus (172, 

187, 218, 236, 244-246). Une fois relâchées dans le cytoplasme, les 
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nucléocapsides doivent migrer jusqu’au TGN pour effectuer leur 

enveloppement final. À ce jour, le processus permettant aux capsides 

d’atteindre le TGN n’est pas encore clair. Certains suggèrent un potentiel 

transport via les microtubules impliquant les moteurs kinésines ainsi que les 

protéines tégumentaires UL36, UL37 et/ou US11 présentes à la surface des 

capsides (192, 362, 372, 373). Durant ce trajet jusqu’au TGN, plusieurs 

protéines du tégument sont ajoutées, c’est le processus de tégumentation 

(171, 172, 346). Les nucléocapsides acquièrent leur enveloppe finale au site 

principal de ré-envelopement, soit le TGN (173, 231-233, 374), où plusieurs 

protéines du tégument et des glycoprotéines s’accumulent. L’acquisition de 

l’enveloppe finale se fait via un réseau complexe d’interactions protéiques 

(188, 217, 220, 375). Ainsi, les virus terminent leur processus de maturation. 

Ces virus matures contenus dans des vésicules de sécrétion du TGN doivent 

maintenant migrer jusqu’à la MP pour effectuer leur sortie de la cellule. 

F -  Sortie extracellulaire 

La sortie du virus, c’est-à-dire le passage du TGN à la MP, est l’étape finale 

du transport d’HSV-1. Lors de ce processus, les virions sont incorporés dans 

des vésicules qui fusionnent avec la MP pour permettre la relâche des 

particules virales dans le milieu extracellulaire via exocytose. Toutefois, les 

mécanismes sous-jacents à la formation et au transport de ces vésicules 

jusqu’à la MP demeurent encore mystérieux. Une étude récente au sein de 

notre laboratoire a révélé l’implication d’une protéine cellulaire : la protéine 

kinase D (234, 235). Cette protéine, reconnue pour réguler la fission des petits 

cargos du TGN destinés à l’exocytose, permet le transport de la vésicule 

contenant le virus mature jusqu’à la MP. Une autre équipe suggère aussi 

l’utilisation d’une protéine cellulaire, la myosine 5a, afin de faciliter le 

transport des vésicules à travers le réseau d’actine corticale situé à la MP 

(376). D’autres équipes proposent, quant à elles, l’utilisation de la machinerie 
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du complexe de tri endosomal requis pour le transport (ESCRT) via les corps 

multivésiculaires (MVB) et la protéine Vps4 (377-379). Toutes ces études 

s’entendent toutefois pour affirmer que le processus de libération du virus 

dans le milieu extracellulaire s’apparente davantage à la relâche de molécules 

de sécrétion et impliquerait la machinerie cellulaire de fusion de l’exocytose 

plutôt que des protéines virales comme certaines études l’ont suggéré (218, 

236, 252, 380-383). Les protéines virales auraient, quant à elles, un rôle plus 

important lors de la propagation du virus d’une cellule à l’autre via les 

jonctions cellulaires des cellules polarisées où les glycoprotéines gE, gI et gM 

semblent intervenir (236, 384-387) ainsi que lors de la formation de 

syncytiums impliquant les protéines gB, gK, UL20 et UL24 (388-393). 

4 -  Spectrométrie de masse et virus 

 

Une meilleure compréhension du cycle viral d’HSV-1 passe, sans contredit, 

par la caractérisation des protéines constitutives du virus. Avant le séquençage 

du génome d’HSV-1 en 1988 (152, 153), l’identification des principales 

protéines du virus était effectuée via une approche biochimique sur gel 

d’acrylamide (SDS-PAGE) combinée à une coloration au bleu de Coomassie ou 

à un marquage radioactif (24-26, 394-398). Le développement des techniques 

de production des anticorps monoclonaux et polyclonaux confirma la 

spécificité des protéines identifiées en tant que protéines virales (399-401). La 

catégorisation des protéines virales selon leur appartenance à la capside, au 

tégument ou à l’enveloppe a été réalisée par différentes méthodes 

biochimiques classiques. Parmi celles-ci, l’observation par EM a permis de 

révéler différents types de capsides dont celles non enveloppées dans le noyau 

et celles enveloppées dans le cytoplasme et dans le milieu extracellulaire (24, 

402, 403). Le cytoplasme et le noyau pouvaient alors être séparés par 

centrifugation sur gradient. La découverte des L-particles (virus enveloppés 
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sans capside) par gradient de Ficoll et leur caractérisation par EM ont permis 

de déterminer que les protéines absentes correspondaient à celles constituant 

la capside (221, 404). Différents essais biochimiques basés sur l’utilisation de 

détergent et de sels sont aussi à l’origine de la mise en évidence des protéines 

associées à l’enveloppe (sensible au détergent) et de celles sensibles aux sels 

en présence de détergent, soit les protéines tégumentaires (24, 25, 405). La 

fragilité de l’enveloppe face aux gels/dégels consécutifs fut aussi une méthode 

permettant de déterminer les protéines associées à l’enveloppe (398). Toutes 

ces méthodes classiques d’analyse des virus pouvaient cependant s’avérer être 

un travail ardu et de longue durée. Le développement de la génomique a 

ensuite permis le séquençage du matériel génétique de nombreux virus et la 

création de banque de données. Au début des années 1990, on assiste à 

l’émergence de la spectrométrie de masse dans le domaine de la recherche 

biologique. Récemment appliquée à l’étude des virus, une petite incursion 

dans le domaine de la spectrométrie de masse devient donc primordiale afin 

d’analyser rapidement tous les constituants d’HSV-1. 

 

A -  Principes et instrumentation 

La spectrométrie de masse est une technique d’analyse permettant, entre 

autres, de détecter, d’identifier, de caractériser et de quantifier les protéines 

d’un mélange complexe (406-409). À partir d’un échantillon purifié, la 

technique la plus couramment utilisée est la séparation des protéines par 

électrophorèse sur gel. Des bandes excisées à partir du gel sont ensuite 

digérées via une enzyme protéolytique telle que la trypsine. Le mélange de 

peptides obtenus par clivage des protéines est alors analysé par le 

spectromètre de masse. Fondamentalement, un spectromètre de masse est 

constitué des éléments suivants : un système d’introduction de l’échantillon, 

une source d’ions, un ou plusieurs analyseurs, un détecteur et un système de 
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traitement informatique (410). Le système d’introduction permet d’exposer 

l’échantillon sous forme gazeuse, liquide ou solide à la source d’ions. Cette 

dernière ionise les molécules afin que les ions obtenus soient séparés en 

fonction de leur rapport masse/charge (m/z) par le(s) analyseur(s). 

Finalement, le détecteur quantifie les ions et transforme ce compte en un 

signal électrique amplifié afin que celui-ci puisse être traité informatiquement 

et fournisse un spectre de masse. Les spectres expérimentaux obtenus 

peuvent alors être comparés aux spectres théoriques prédits sur la base des 

règles de clivage pour toutes les séquences présentes dans les banques de 

données sélectionnées. Cette approche est l’empreinte de masse peptidique 

(peptid mass fingerprinting) et permet de déterminer les protéines 

constitutives d’un mélange complexe (410) (Figure 14). 

 

 
Figure 14 : Principe général d’analyse par spectrométrie de masse 
L’échantillon biologique contenant les protéines à analyser est purifié puis séparé par 
SDS-PAGE. Les protéines sont digérées enzymatiquement en peptides. Ces derniers 
sont séparés par chromatographie liquide et élués dans une source d’ionisation. Les 
peptides ionisés sont ensuite analysés par le spectromètre de masse afin de fournir les 
spectres expérimentaux. La comparaison de ces spectres aux banques de données 
permet de générer la liste des protéines contenues dans l’échantillon initial.  

 

Au cours des trois dernières décennies, la spectrométrie de masse a connu 

une croissance accrue et d’importantes améliorations ont été apportées aux 

méthodes expérimentales, à l’instrumentation et aux approches pour l’analyse 

des données. L’un des progrès les plus notables est le développement des 

sources d’ionisation douces, soit la désorption-ionisation laser assistée par 

matrice (MALDI) et l’ionisation par électrospray (ESI), qui ont permis l’analyse 
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des protéines et des peptides (410). Grâce à ces deux méthodes, l’étude de 

l’ensemble des protéines qui constitue un virus, soit la protéomique virale, fait 

dès lors son apparition. 

 

B -  Protéomique virale 

Au cours des siècles, les virus ont évolués pour s’adapter à leur 

environnement en empaquetant leur matériel génétique dans une capside, en 

ajoutant une couche tégumentaire et une enveloppe. Les virus ont adopté 

cette structure multicouches pour accomplir un large spectre de fonctions 

pendant l’infection (entrée, réplication, assemblage, sortie, propagation, 

évasion immunitaire, etc.). Afin de mieux comprendre le rôle des différents 

constituants ainsi que les mécanismes cellulaires exploités par le virus au cours 

de l’infection, il devient donc primordial de connaître la composition protéique 

des virus. 

À la fin des années 1990, de nombreuses analyses de protéomique 

virale sont alors effectuées dont plusieurs sur les virus herpès tels que les 

cytomégalovirus humain (HCMV) et murin (MCMV), le virus d’Epstein-Barr 

(EBV), le virus de l’herpès associé au sarcome de Kaposi (KSHV), le rhadinovirus 

de singe Rhésus (RRV), le virus herpès gamma murin (MHV68), l'herpèsvirus 

alcélaphin 1 (AIHV-1) et le virus de la pseudorage (PRV) (411-420). Même si ces 

études ont permis l’identification de composantes, parfois inconnues, au sein 

de la particule virale, aucune n’a encore été réalisée, jusqu’à maintenant, sur 

les Alphaherpesvirinae dont fait partie HSV-1. Une telle analyse demeure 

toutefois essentielle étant donné que la structure multicouches (capside, 

tégument, enveloppe) et la grande taille (environ 200 nm de diamètre)  

d’HSV-1 lui confère la capacité d’incorporer de nombreuses protéines virales 

mais aussi des protéines cellulaires dans les virions nouvellement formés. 

Comme toute technique, la protéomique virale possède cependant des 
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avantages et des limites qu’il faut prendre en considération lors de chaque 

analyse. 

 

C -  Avantages et limites de la protéomique 

Grâce à l’essor de la spectrométrie de masse, il est désormais possible de 

caractériser très rapidement les protéines d’un mélange aussi complexe 

qu’une particule virale. L’identification des protéines par spectrométrie de 

masse requiert cependant que la séquence des protéines d’intérêt soit 

disponible dans les banques de données. De plus, la grande sensibilité de cette 

méthode fait en sorte que peu de matériel est nécessaire et qu’il est possible 

de détecter une protéine présente même en infime quantité (410). Cette 

sensibilité peut toutefois s’avérer un désavantage dans la mesure où les 

contaminants sont aussi aisément détectés. L’abondance d’un contaminant 

peut alors masquer une protéine importante mais en faible quantité. Outre la 

faible abondance d’une protéine, des propriétés physico-chimiques propres 

aux peptides, telles que l’hydrophobicité, peuvent favoriser la détection de 

certaines protéines au détriment d’autres. Une fois ces paramètres pris en 

considération, la protéomique virale demeure néanmoins un outil 

indéniablement performant et précieux dans l’identification et l’étude de 

l’entièreté des protéines qui composent un virus. 

 

5 -  Objectifs de recherche 

Outre l’étude des virus pour les différentes pathologies et maladies qui 

leur sont associées, les virus jouent aussi un rôle important en tant que 

modèle expérimental pour étudier et comprendre les mécanismes de 

fonctionnement de la cellule au niveau moléculaire. À cet effet, HSV-1 est 

d’ailleurs un excellent modèle biologique car il se réplique rapidement dans 
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une grande variété de lignées cellulaires, ses séquences génomique et 

protéique sont disponibles et il est aisé de se procurer différents réactifs tels 

que des anticorps, des souches virales mutantes et des bacmides. De plus, les 

connaissances acquises via HSV-1 s’appliquent généralement aux autres 

Herpesviridae puisque les principales étapes du cycle viral sont communes aux 

différents membres de cette famille. 

Au cours des dernières années, le développement des techniques de 

protéomique a permis l’émergence de nombreuses études appliquant une 

approche protéomique aux virus. Ces analyses de protéomique ont servi 

notamment à identifier la composition protéique des virions, la structure des 

protéines virales, les interactions virus-hôte et virus-virus ainsi que les 

changements du protéome cellulaire suite à une infection virale. Ces 

découvertes, en plus de permettre une meilleure compréhension de la 

pathogénèse des virus, ont contribué au développement de nouveaux 

traitements et vaccins antiviraux plus efficaces (421-426). Ces méthodes ont 

aussi permis d’apporter des précisions concernant le rôle de régulation de 

certaines protéines cellulaires et même de découvrir de nouveaux processus 

cellulaires (406, 407, 409). 

L’objectif principal de ce projet de recherche de doctorat est donc de 

caractériser le processus complexe de maturation d’HSV-1 grâce à une 

approche multidisciplinaire alliant la biologie cellulaire, la virologie et la 

protéomique. Pour atteindre cet objectif majeur, celui-ci a été subdivisé en 

objectifs secondaires qui ont pour but de déterminer et de comparer le 

contenu protéique de différents intermédiaires viraux (extracellulaire et 

nucléaire), d’analyser les interactions et la dynamique sous-jacentes au 

tégument et de clarifier le processus complexe d’acquisition du tégument. 
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ABSTRACT 

 

The HSV-1 genome is contained in a capsid wrapped by a complex 

tegument layer and an external envelope. The poorly defined tegument plays 

a critical role throughout the viral life cycle, including delivery of capsids to the 

nucleus, viral gene expression, capsid egress and acquisition of the viral 

envelope. Current data suggest tegumentation is a dynamic and sequential 

process that starts in the nucleus and continues in the cytoplasm. Over two 

dozens proteins are assumed or known to ultimately be added to virions as 

tegument, but its precise composition is currently unknown. Moreover, a 

comprehensive analysis of all proteins found in HSV-1 virions is still lacking. To 

better understand the implication of the tegument and host proteins 

incorporated in the virions, highly purified mature extracellular viruses were 

analyzed by mass spectrometry. The method proved accurate (95%), sensitive 

and hint at 8 different viral capsid proteins, 13 viral glycoproteins and 23 

potential viral teguments. Interestingly, four novel virion components were 

identified (UL7, UL23, UL50 and UL55) and two teguments confirmed (ICP0, 

ICP4). In contrast, UL4, UL24, the UL31/UL34 complex and the viral 

UL15/UL28/UL33 terminase were undetected, as was most of the viral 

replication machinery, with the notable exception of UL23. Surprisingly, the 

viral glycoproteins gJ, gK, gN and UL43 were absent. Analysis of virions 

produced by two unrelated cell lines suggests their protein composition is 

largely cell type independent. Finally but not least, up to 49 distinct host 

proteins were identified in the virions.  



51 

 

INTRODUCTION 

 

Herpes simplex virus type 1 (HSV-1) is a multilayered particle composed of 

a DNA core surrounded by a capsid, a tegument and finally an envelope. The 

tegument consists of several proteins that are critical for the virus. For 

instance, upon viral entry in the cell, the tegument likely directs the virus to 

the nucleus (20, 33, 52, 90). There, the UL36 tegument protein anchors the 

capsids to the nuclear pore to enable viral DNA transfer into the nucleus (90). 

Three other teguments, namely ICP0, ICP4 and UL48 (VP16), then play an 

essential role in initiating viral transcription (24). Meanwhile, the UL41 (VHS) 

tegument specifically degrades some mRNAs to the benefit of the virus (93, 

94). During egress, passage of the newly assembled capsids across the two 

nuclear membranes relies on the UL31 (tegument)/UL34 (transmembrane 

protein) complex as well as the US3 tegument (46, 81). Interestingly, despite 

the involvement of all three proteins in nuclear viral egress, only US3 is found 

in mature virions (81). Other teguments also participate in nuclear capsid 

egress, including UL48 (VP16), ICP34.5, UL36, UL37 and possibly UL51 (12, 65), 

(45, 71). The tegument further mediates the anterograde transport of newly 

assembled capsids (53, 101). Finally, several teguments are involved in the 

acquisition of the mature viral envelope, including UL36 and UL37 (19, 30), UL7 

(29), UL11 (6, 47), UL20 (26), UL46-49 (31, 65) and perhaps UL51 (45, 71).  

Given the multiple roles played by the tegument throughout the life cycle 

of the virus, its incorporation in mature extracellular virions is surely 

significant. So far, possible HSV-1 teguments present in mature extracellular 

virions include UL11 (54), UL13 (15, 74), UL14 (16), UL16 (61, 68), UL21 (5), UL36 

(60), UL37 (57, 86), UL41 (25, 88), UL46 (110), UL47 (59, 110), UL48 (67), UL49 

(23, 91), UL51 (17), US2 (in HSV-2; (37)), US3 (81), US10 (102), US11 (83) and 

ICP34.5 (34). In addition, conflicting reports have hinted at the presence of 

ICPO (22, 39, 106, 107) and ICP4 (22, 58, 106, 108). Finally, a number of 
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proteins with predicted transmembrane domains, but often referred to as 

teguments in the literature, are also found in virions. They include UL20 (99), 

UL56 (41, 42) and US9 (28). Despite this knowledge, the complete composition 

of mature extracellular virions, including its tegument, awaits a comprehensive 

characterization. 

Little is known so far of the presence and role of host proteins in HSV-1 

virions. However, a variety of host proteins have been found in other 

herpesviruses (7, 9, 18, 21, 38, 40, 63, 96, 111). Though some of these proteins 

are uniquely incorporated in a given virus, cytoskeleton, heat shock and other 

cellular proteins are shared by several members of the herpes family. 

Unfortunately, their roles have yet to be elucidated. As the presence of these 

proteins is unlikely anecdotic, it is of utmost interest to identify and 

characterize them. 

Mass spectrometry is a powerful mean to identify the protein composition 

of complex samples. Such proteomics approach has successfully been 

performed for various herpesviruses, including HCMV (7, 96), MCMV (40), EBV 

(38), KSHV (9, 111), RRV (72), MHV68 (11) and very recently Alcelaphine 

herpesvirus-1 (21). HSV-1 is conspicuously absent from this list. As a first step 

towards elucidating the process of tegumentation and the role played by host 

proteins, we opted to analyze by mass spectrometry the composition of highly 

purified HSV-1 extracellular virions. This approach detected low abundance 

proteins such as UL6 (12 copies), some the smallest viral proteins (for example 

US9; 10 kDa) as well as multi-membrane spanning proteins such as the gM 

glycoprotein. 

Overall, this study successfully detected 37 of 40 known viral components 

and correctly diagnosed the absence of 21 non structural proteins for an 

estimated 95.1% accuracy. This accuracy was accrued to 96.7% when 

performing an in-depth MRM analysis, an approach that targets specific 

proteins by mass spectrometry. The data further revealed the presence of four 
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novel virion components (UL7, UL23, UL50 and UL55) and confirmed the 

presence of ICP0 and ICP4 in mature virions. In contrast, the viral terminase 

(UL15/UL28/UL33), the UL31/UL34 complex, four different glycoproteins (gJ, gK, 

gN and UL43) as well as UL4 and UL24 were all absent. Finally, analysis of the 

host protein content revealed the potential incorporation of up to 49 distinct 

cellular proteins in extracellular virions.  
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MATERIALS AND METHODS 

 

Cells and viruses. HeLa and baby hamster kidney (BHK) cells were grown at 

37°C in 5% CO2 in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Sigma Aldrich) 

supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS, Medicorp), 2 mM  

L-glutamine (Invitrogen) and antibiotics (100 U/mL penicillin and 100 µg/mL 

streptomycin, Invitrogen). Wild-type HSV-1 strain F virus, provided by Beate 

Sodeik, was propagated on BHK cells and titrated on Vero cells as described 

previously (95). 

 

Antibodies. Primary antibodies were graciously provided by various sources 

and diluted as follows. Anti-HSV-1 Remus, a general HSV-1 polyclonal serum 

from B. Sodeik (1:1,000); anti-UL4 (1:1,000), UL20 (1:4,000), US3 (1:4,000) and 

US11 (1:1,000) from B. Roizman; anti-UL7 from Y Nishiyama (1:1,000); anti-

UL15 (1:1,000), UL28 (1:5,000), UL31 (1:1,000) and UL33 (1:1,000) from  

J. Baines; anti-UL23 from J. Smiley (1:5,000); anti-UL24 from A. Pearson and  

D. Coen (1:750); anti-UL34 from R. Roller (1:1,000); and anti-US6 gD-DL6 from 

R.J. Eisenberg and G.H. Cohen (1:2,000). Commercial antibodies directed 

against UL19 (1:1,000, Cedarlane), ICP0 (1:5,000, Abcam) and ICP4 (1:1,000, 

Abcam). Goat anti-mouse, rabbit or rat as well as donkey anti-chicken 

secondary antibodies were used 1:20,000 and were from Jackson 

ImmunoResearch or Cedarlane.  

 

Determination of optimal infection kinetics. HeLa cells were mock treated or 

infected with HSV-1 at a multiplicity of infection (MOI) of 5 at 37°C. 

Extracellular medium was collected at 9, 12, 16 and 24 hours post-infection 

(hpi), concentrated 1h at 39,000 x g (rotor SW41ti - Beckman) and finally 

resuspended in MNT buffer (30 mM MES, 100 mM NaCl and 20 mM Tris-HCl 

pH 7.4). In parallel, cells were also collected by scrapping them in  
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phosphate-buffered saline (PBS), spun at 300 x g for 5 min at 4°C and the viral 

pellets resuspended in MNT buffer. Five micrograms of each sample were 

loaded on a 8 % SDS-PAGE gel and analysed by Western blot using the Remus 

polyclonal antibody against HSV-1. 

 

Purification of extracellular virions. HeLa or BHK cells were grown on 500 cm2 

dish until 70% confluent. Cells were mock treated or infected with wild type 

HSV-1 at a MOI of 5. Six hours post-infection, the cells were washed twice with 

PBS and the medium replaced by serum free DMEM until harvesting of the 

extracellular medium at either 24 hpi (HeLa) or 16 hpi (BHK). The medium was 

then collected, clarified by centrifugation at 300 x g for 10 min and treated 

with 50 µg/mL DNAse I (Roche) for 30 min at 4°C. The sample was then filtered 

through a 0.45 µm filter to eliminate intact cells and large cellular debris. 

Extracellular virions were subsequently pelleted by centrifugation at 20,000 x g 

for 30 min at 4°C in a Beckman JA25.50 rotor. The viral pellet was resuspended 

in MNT buffer and was further purified by layering them over a 10% Ficoll 400 

cushion centrifuged at 26,000 x g for 2 hours at 4°C in a SW41ti rotor (92). The 

virus was washed with MNT and concentrated by centrifugation at 20,000 x g 

for 30 min at 4°C. Purified viruses were stored at –80°C in MNT buffer.  

 

Electron microscopy. Sample purity was first evaluated by negative staining. 

Briefly, purified viruses were deposited on square 150-mesh copper grids 

coated with Formvar and carbonated (Canemco and Marivac). Excess liquid 

was blotted away with filter paper and the samples contrasted with 2% of 

uranyl acetate (Canemco and Marivac). The grids were then washed in distilled 

water and dried on filter paper. Samples were examined with a Philips 300 

transmission electron microscope (79). 
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Gel electrophoresis and Western blotting. All samples were boiled for 10 min 

in loading buffer (50 mM Tris-HCl pH 6.8, 2% sodium dodecyl sulphate, 0.1% 

bromophenol blue, 10% glycerol and 2% β-mercaptoethanol) and separated 

on 8, 10, 12 or 15% gels by SDS-PAGE. Proteins were electrophoretically 

transferred from the gels to polyvinylidene difluoride (PVDF) and the 

membranes blocked for 1 hour in blocking buffer (5% non fat dry milk,  

13.7 mM NaCl, 0.27 mM KCl, 0.2 mM KH2PO4, 1 mM Na2HPO4 and 0.1% 

Tween-20). All primary antibodies were diluted in blocking buffer and added to 

blots for 1-2 hours. Blots were then washed three times in blocking buffer and 

probed with secondary antibodies conjugated to horseradish peroxidase. The 

detection was done on Kodak BioMax MR films and with the Super Signal West 

Pico chemiluminescent substrate (Pierce). 

 

Silver staining. Following electrophoresis, gels were fixed overnight in 5% 

acetic acid/50% methanol solution. Gels were then intensively rinsed in 

distilled water for 30 min and incubated in 0.02% thiosulfate sodium solution 

for 1 min. Gels were briefly washed with distilled water for 2 min and 

incubated in 0.1% silver nitrate solution for 20 min. After this incubation, gels 

were again briefly washed in distilled water and then incubated in reaction 

buffer (0.04% formaldehyde and 2% carbonate sodium). The reaction was 

stopped by the addition of 5% acetic acid solution to the gels. 

 

Mass spectrometry. Purified virions were first acetone precipitated and 

solubilized in Laemmli buffer (2% SDS, 10% glycerol, 5% β-mercaptoethanol, 

0.002% bromophenol blue and 62.5 mM Tris-HCl pH 6.8). Twenty micrograms 

of sample were loaded on 7-15% SDS-PAGE gradient gels. Following 

electrophoresis, the gels were stained with Coomassie Brilliant Blue G (Sigma) 

and then subjected to automated band excision. Proteins from gel bands were 

subjected to reduction, cysteine-alkylation and in-gel tryptic digestion by 
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automation in a MassPrep Workstation (Micromass). Extracted peptides were 

injected onto a Zorbax C18 (Agilent) desalting column and subsequently 

chromatographically separated on a Biobasic C18 Integrafrit (New Objective) 

capillary column using a Nano HPLC system (Agilent 1100 series). Eluted 

peptides were electrosprayed as they exited the column and analyzed on a 

QTRAP 4000 linear ion trap mass spectrometer (SCIEX/ABI). Individual MS/MS 

spectra were peaklisted and searched with MASCOT (Matrix science) against a 

homemade database generated from the complete NCBI non redundant 

protein data set and limited to the Human herpes simplex virus type 1 

taxonomy. To identify host proteins, a second search was performed against 

the non redundant human NCBI database. Only peptides that were both 

unique and above the minimal score proposed by Mascot were considered. 

When indicated, the relative abundance of individual proteins was roughly 

estimated by clustering the data and using the percentage of queries (NQPCT), 

a value that takes into consideration the number of peptides detected for a 

given protein as well as the size of that protein (10, 51). Note that the sum of 

all NQPCT is 100%, i.e. all proteins identified by Mascot. Given the semi-

quantitative nature of this approach, the proteins were grouped into four 

categories (< 1%: low abundance; 1-4%: medium abundance; 5-10%: very 

abundant; > 10%: very high abundance). 

 

Analysis by Multiple Reaction Monitoring (MRM). To re-evaluate more 

precisely the presence of UL20, UL43, gJ, gK, gN, US11, full length UL26, VP21 

and VP22a in the virions, the proteins were reanalyzed by MRM. This 

technique allows the detection of specific proteins of interest in complete 

mixtures and thus is a more sensitive method than classical mass spectrometry 

(3, 48). To this end, a transition table containing the predicted masses of 

tryptic peptides for UL20, UL43, gJ, gK, gN, US11, full length UL26, VP21 and 

VP22a was generated. Appropriate bands from the above gels were 



58 

 

reanalyzed as before by tandem mass spectrometry except that only peptides 

matching the predicted masses were considered. To minimize the risk of 

missing a protein due to its unexpected migration by SDS-PAGE, adjacent 

bands were also analyzed. 
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RESULTS 

 

Purification of extracellular virions. Sample purity is most important for the 

accurate identification of protein content by mass spectrometry. One way to 

reduce cellular contamination is simply to harvest extracellular virions when 

viral release is significant but when cell lysis is minimal. To determine this 

window, HeLa cells were chosen because the infection proceeds relatively 

slowly in these cells compared to other cell types (data not shown). A single 

round of infection was thus monitored over a 24 hour period using a MOI of 5, 

a condition that statistically infects 99.3% of all cells (Poisson distribution). 

Viral release was evaluated by Western blotting using a general HSV-1 

polyclonal antiserum.  

 

 
Figure 1 – Kinetics of infection  
HeLa cells were mock treated or infected with HSV-1 and the cells (“cell”) and 
extracellular medium (“sup”) collected at 9, 12, 16 and 24 hpi. After concentration by 
centrifugation, they were analysed by Western blot with the Remus polyclonal 
antibody against HSV-1. “Mock” denotes an uninfected control that was analysed at 
24 hpi. The molecular weights of the protein markers are indicated to the left of the 
figure.   
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As shown in Fig. 1, viral release into the extracellular medium was 

detectable by 16 hpi but significantly increased by 24 hpi. By then, cell lysis 

was less than 5% (data not shown). Given these results, the latter time point 

was chosen to pursue the analysis. 

A scheme was next elaborated to purify the extracellular virions (depicted 

in Fig. 2). First, to reduce the contribution of proteins found in the tissue 

culture medium, the cells were washed twice at 6 hpi with PBS and fed with 

serum free medium. The infection was then allowed to proceed for an 

additional 18 hours, at which point the extracellular viruses were harvested. 

The sample was spun at low speed to remove intact cells and nuclei, treated 

with DNAse I to reduce viscosity and passed over a 0.45 µm filter to remove 

intact cells and large cellular debris.  

 

 
Figure 2 – Purification scheme  
Schematic description of the different steps to purify extracellular HSV-1 virions. See 
text as well as Materials and Methods for details.  
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Extracellular viruses were spun at 20,000 x g, a condition that efficiently 

pellets the virions but minimizes contamination by small cellular organelles. 

The virus was then further purified over an adapted Ficoll 400 gradient. In 

typical 5-15% Ficoll gradients, the defective L-particles migrate at the 5% mark, 

whereas the heavier mature virions remains near the bottom at 15% (92). 

Consequently, the virions were top loaded over a 10% Ficoll step gradient, the 

viral pellet washed with MNT and the virus finally concentrated at 20,000 x g. 

To monitor sample purity, negative staining was performed and the 

samples examined by EM. As shown in Fig. 3, the viral preparation was 

completely devoid of cellular debris, L-particles, nuclei, mitochondria and even 

small vesicles. Note that all viruses shared the characteristics of mature virions 

with an envelope and a DNA core (Fig. 3).  

 

 
Figure 3 – Analysis of extracellular virions by electron microscopy  
Purified virions from HeLa cells were negatively stained and analyzed by electron 
microscopy. Panels A-D show typical views of the sample. Note that the sample 
exclusively consisted of enveloped virions and was exempt of cellular debris and L-
particles. Bars represent 100 nm.  
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To determine the efficacy of the purification scheme, the virions were 

monitored by Western blots using a pan HSV-1 polyclonal and by silver 

coloration. As controls, total cell lysates from mock treated or HSV-1 infected 

cells were included. 

 

 
Figure 4 – Analysis of purified virions by Silver stain and Western blot  
(A) Five micrograms of unpurified (“Extracellular medium”) or purified virions from 
HeLa cells were loaded on a 12% SDS-PAGE gel and silver stained. As control, an 
equivalent amount of total mock and infected cell lysates were also loaded. Note the 
different protein pattern of purified virions when compared to control total cell lysates 
(see dots). (B) The same samples were also analysed by Western blotting with the 
Remus antibody, but in this case 25 µg of control mock and infected total cell lysates 
were loaded. Viral enrichment of the purified virions was particularly evident 
compared to the unpurified sample. As before, the masses of the protein markers 
were indicated to the left of the gels.  
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Figure 4A shows the strong enrichment of numerous viral bands when 

compared to the unpurified extracellular medium (compare lanes 3 and 4). 

Furthermore, the total protein pattern seen by silver staining was significantly 

different than mock or HSV cell control lysates (see dots). The enrichment of 

virions was particularly evident by Western blotting (Fig. 4B). Further 

purification of the virions by additional means such as immunoprecipitation 

against the viral glycoproteins, affinity chromatography using a heparin 

column or other density gradients only reduced viral yield and did not improve 

sample purity, suggesting the samples were already relatively pure (data not 

shown). 

 

Viral content of extracellular virions. One goal of this study was to identify the 

viral protein content of extracellular virions. Given their high purity, we 

pursued with protein separation by SDS-PAGE, in gel trypsin digestion and 

tandem mass spectrometry (see Materials and Methods). To optimize viral 

protein identification, a database was generated using all human herpesvirus 

type 1 proteins present in the NCBI non redundant protein databank. These 

proteins were trypsin digested in silico and the viral peptides found by mass 

spectrometry identified with Mascot against this homemade tryptic database. 

Over 400 highly confident unique peptides matched HSV-1 proteins (Table 1). 

For simplicity, they are organized according to the proposed localisation of the 

proteins in virions (4, 62). Since the number of peptides is one measure of 

relative abundance (10, 21), albeit imperfect, the data suggested the tegument 

is the major virion component and represented 54% of all peptides, by 

comparison to 27% for the capsid and 19% for the envelope. Similarly, 23 of 

the identified proteins were from the tegument, while 8 proteins matched 

capsid proteins and 12 corresponded to the envelope.  
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TABLE 1: Viral content of extracellular virions 
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Validation of proteomics approach. One caveat of proteomics is the possible 

inclusion of false positives (contaminants) and negatives (below detection 

threshold). Fortunately, many components of HSV-1 virions have been 

identified by other means by several laboratories. This independent input 

represented an ideal opportunity to validate our approach. Thus analysis of 

the literature revealed that 37 of the 40 anticipated capsid, tegument and viral 

glycoproteins were detected (Table 1). This translates to 92.5% accuracy for 

true positives. Similarly, none of the 21 non structural viral proteins, i.e. not 

anticipated on mature virions, were detected (100% accuracy for true 

negatives). This included the viral replication machinery, the UL31/UL34 

complex, UL4 and VP22a. Altogether, this means a 95.1% accuracy rate (58 out 

of 61). Furthermore, the mass spectrometer appeared sufficiently sensitive to 

detect low abundance proteins such as UL6, a protein only present in twelve 

copies in mature virions (69). US9 and UL11, the two smallest proteins 

expected in virions, were also detected (90 and 96 amino acids respectively). 

In addition, numerous glycoproteins were also found, suggesting that 

hydrophobicity was not a major issue. Collectively, these data highlighted the 

remarkable accuracy and sensitivity of the approach. 

An important aspect is whether the sample only consisted of mature 

viruses. As indicated above, EM analysis suggested the sample was relatively 

pure (Fig. 3). Another way to probe this issue is to examine the UL26 protease, 

the UL26.5 (preVP22a) scaffold and their respective cleavage products. Though 

full length versions of these proteins are present in immature capsids, the 

former is cleaved into VP21 and VP24, while the second is processed into 

VP22a. Incidentally, all but VP24 are removed from mature capsids and are 

thus useful markers (reviewed in Baines et al (4)). Interestingly, mass 

spectrometry identified seven peptides matching VP24, but none 

corresponded to the full length UL26, VP21, preVP22a or processed VP22a 

(Table 1). Consequently, only mature virions were detected in the sample. 
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To further validate the mass spectrometric approach, control proteins 

were examined by Western blot. These included the VP5 major capsid protein, 

the gD glycoprotein expected of mature envelope virions and the US3 

tegument as positive controls. In contrast, UL31 and UL34, acted as negative 

controls as they are known to be absent on mature virions (81). As noted in 

Fig. 5, the results were all fully consistent with the mass spectrometry data, 

i.e. that the virions were VP5, gD and US3 positive but UL31 and UL34 negative. 

Once again, the data strongly suggested the mass spectrometry was sensitive 

and correctly identified the viral protein content of mature virions. Note that it 

was unfortunately not possible to evaluate the presence of gJ, gK and gN in 

mature virions by Western blotting due to the lack of appropriate antibodies. 

 

 
Figure 5 –Western blotting analysis of the capsid 
A) Five micrograms of purified virions from HeLa cells were separated by SDS-PAGE, 
transferred to PVDF and probed with antibodies against the major VP5 capsid, a 
control glycoprotein D envelope protein (gD), the serine/threonine viral kinase (US3) 
and the UL31/UL34 complex. Fifteen micrograms of total mock or infected cell lysates 
were also included as antibody controls. B) As above except that the viral terminase 
components (UL15, UL28, UL33) were analyzed with specific antibodies.  
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Encapsidation of the viral DNA requires the participation of the tripartite 

UL15/UL28/UL33 terminase (104, 105). It has been suggested it remains 

associated with mature C capsids (4). However, the present study failed to 

detect these proteins by mass spectrometry. To independently validate the 

data, these proteins were probed by the more sensitive Western blotting 

technique using sera specific for each of the terminase subunits. Once again, 

the results fully matched those obtained by mass spectrometry in that none of 

these proteins were detected, despite being detected in control infected 

lysates (Fig. 5). 

 

Analysis of teguments. Having established the validity of the approach, it was 

possible to specifically examine the tegument. Surprisingly, four novel virion 

components were identified by mass spectrometry. They include UL7, UL23 

(TK), UL50 and UL55 (Table 1). Based on the well characterized capsid 

constituents and the lack of a predicted transmembrane domain in these 

proteins (data not shown), the novel virion components were tentatively 

assigned to the tegument layer. However, biochemical confirmation of this 

assignment will be required. In contrast, UL4, UL24 and US11 were not 

detected. This was also the case for UL20, a predicted transmembrane protein 

often referred to as a tegument (see below). To confirm these findings and 

probe the apparent discrepancy between these results and that reported for 

US11 (83), the samples were once again analyzed by Western blotting, with the 

exception of UL50 and UL55 for which no antibodies are available. As seen in 

Fig. 6A, the results perfectly matched the mass spectrometry data. Hence, UL7 

and UL23 were detected, while UL4, UL24 and US11 were absent. 

 

Incorporation of ICP0 and ICP4. ICP0 and ICP4 have been considered by many 

as minor components of mature virions (22, 87, 107, 108). However, Roizman 

and colleagues failed to detect ICP0 on virions by immuno-EM (39). 
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Furthermore, Courtney and his team reported the cell type specific inclusion of 

ICP0 and ICP4 in some virions (106). In addition, others have argued that ICP4 

may rather be present in contaminating L-particles (56, 92). In this study, ICP0 

and ICP4 were readily identified in a highly enriched virion preparation  

(Table 1) that contained no noticeable L-particles (Fig. 3). To confirm these 

findings, we next monitored ICP0 and ICP4 by Western blotting. As shown in 

Fig. 6B, both proteins were once again detected. We conclude that mature 

extracellular virions do indeed contain ICP0 and ICP4. 

 

 
Figure 6 –Western blot analysis of the tegument 
Five micrograms of purified virions from HeLa cells were separated by SDS-PAGE, 
transferred to PVDF and probed with antibodies against (A) UL4, UL7, UL23, UL24 and 
US11 or (B) ICP0, ICP4 and UL20. Fifteen micrograms of mock or infected cell lysates 
were included as antibody controls. 
 

Incorporation of UL20/gK in virions. Our proteomics data suggested the 

absence of gK and UL20 in mature viruses (Table 1). This was unexpected given 

UL20 and gK have been reported on herpesvirions (27, 44, 99). However, in 

support of our initial results, gK was not detected in HSV-1 virions in at least 

one study (36). To sort out this issue, we probed the highly purified virions by 

Western blotting. Unfortunately, three distinct antibodies against gK could not 
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detect the native protein in control infected cell lysates (data not shown). 

Consequently, only UL20 was followed more closely. To our surprise, UL20 was 

detected by Western on the purified virions (Fig. 6B), in contrast to the 

proteomics results (Table 1). Given the specificity of the antibody used (data 

not shown), it could only be that UL20 is truly on mature virions but was simply 

not detected by mass spectrometry. 

 

MRM analysis. Low abundance peptides can at times be masked in mass 

spectrometry by more abundant ones and lead to false negatives. However, it 

is possible to look for specific peptides using Multiple Reaction Monitoring 

(MRM). This is a well established method that essentially instructs the mass 

spectrometer which proteins to look for based on the predicted mass of its 

tryptic peptides (3, 48). In doing so, the instrument ignores all other proteins 

and makes it possible to detect rarer peptides. Thus, to independently test for 

proteins not identified by standard mass spectrometry, a table with their 

predicted tryptic fragments was generated and the mass of appropriately 

sized, hydrophilic and non N-glycosylated peptides signalled to the mass 

spectrometer so it could detect them in the sea of peptides. This analysis was 

performed for the problematic gK, UL20 and US11 proteins (see above) as well 

as for UL43, gJ, gN, full length UL26, VP21 and preVP22a, all molecules that 

were undetected by conventional proteomics in this study. To reduce the 

chances of missing a protein because it unexpectedly runs on SDS-PAGE, 

adjacent bands were also analyzed. Table 2 shows that among all these 

proteins, only UL20 was found by this more sensitive approach. We conclude 

UL20 is indeed present on mature virions, while UL43, gJ, gK, gN and US11 are 

likely absent. Furthermore, the full length UL26, VP21 and preVP22a markers 

of immature capsids were all absent and reiterated the sole presence of 

mature virions in the sample. Naturally, we cannot exclude the possibility that 

all undetected proteins were below the resolution limit of this study.
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TABLE 2: MRM analysis 

 
 

Cell type specific incorporation of viral proteins. To determine whether the 

composition of the virions may be cell type related, extracellular virions were 

isolated from the unrelated BHK cell line, using the same protocol as for HeLa 

cells, except they were harvested slightly earlier (see Materials and Methods). 

EM analysis of these virions once again reiterated the purity of the sample (Fig. 

7A). To get a quick overall picture of the protein composition of the virions, 

viral preparations from HeLa and BHK cells were compared by Western blot 

with the Remus polyclonal HSV-1 antibody and by silver staining. Figure 7B 

shows that the protein patterns were overall very similar, with few distinct 

bands. To confirm these findings, several viral proteins were specifically 

probed by Western blot to evaluate potential difference between the two 

virion preparations (Fig. 7C). The results essentially revealed identical 
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expression patterns for BHK and HeLa derived virions. Though a full mass 

spectrometry analysis may be useful, the present data nonetheless strongly 

suggest the protein composition of the virions is largely independent of the 

cell type. 

 
Figure 7 – Characterization of virions purified from BHK cells 
(A) Virions were purified from BHK cells by the same procedure as for HeLa cells, 
negatively stained and examined by electron microscopy. The viruses were all 
enveloped and exempt of cellular debris and L-particles. Bars represent 100 nm. (B) 
Five micrograms of purified virions from HeLa and BHK cells were loaded on a 12% 
SDS-PAGE gel and the overall protein composition determined by silver staining (left 
panel). In contrast, viral enrichment was examined by Western blotting using a 
polyclonal HSV-1 antibody (right panel). Note the similar protein pattern (arrows 
indicate differences). (C) To more specifically probe differences between HeLa and BHK 
virions, 15 µg of mock or infected cell lysates (antibody controls) and 5µg of purified 
virions from BHK cells were separated by SDS-PAGE, transferred to PVDF and 
immunoblotted for various viral proteins as indicated. 
 

Incorporation of host proteins. The purity of the sample and the accuracy, 

sensitivity and strong validation of our approach allowed us to probe host 

proteins present in HSV-1 virions. To this end, the non redundant human NCBI 

database was digested in silico and used to reanalyze the purified virions by 
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mass spectrometry. As before, only significant and unique peptides were 

considered. Remarkably, 85 highly confident unique peptides, corresponding 

to up to forty nine distinct cell derived proteins, were identified in mature 

extracellular HSV-1 virions (Table 3). In all cases, only one to four peptides 

were identified for each of these proteins, suggesting they may be minor 

components of the virions.  

 

TABLE 3. Potential cellular proteins associated with extracellular virions 
identified by mass spectrometry 
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DISCUSSION 

 

Efficacy of the proteomic approach. Three criteria are essential for proteomics 

studies, namely purity, sensitivity and accuracy. First, examination of sample 

purity by EM revealed a homogeneous virion preparation free of cellular 

debris, small contaminating vesicles and L-particles (Fig. 3). Importantly, the 

latter were not expected as the sample was passed over a Ficoll gradient 

known to effectively segregate them (92). Moreover, the purified sample was 

highly infectious (data not shown). Contamination by other components was 

also deemed non significant based on the lack of intracellular naked capsids, 

mitochondria, nuclei and other organelles that would result from extensive 

cell lysis (Fig. 3). In addition, preVP22a, VP21 or full length UL26, all markers of 

immature capsids (reviewed in Baines et al (4)), were absent in our sample 

(Tables 1 & 2). Similarly, the absence of UL31 and UL34, known to solely 

interact with nuclear capsids, is additional evidence that cell lysis and cellular 

contamination were minimal. Finally, further purification of the virions by 

additional means did not improve sample purity, suggesting the virions were 

already pure (data not shown). Second, sensitivity was very high as the assay 

readily detected both low copy (UL6) and low molecular weight proteins  

(ex: UL11 and US9). Moreover, this extended to hydrophobic proteins, such as 

the multi-membrane spanning gM glycoprotein. Third, accuracy was very 

significant with an estimated 95.1% overall rate. The similar detection of the 

viral proteins in the two unrelated HeLa and BHK cell lines is further evidence 

of the accuracy of the data (Fig. 7). Finally, the results were validated by 

Western blotting against several individual proteins. The proteomics approach 

was thus an accurate and efficient mean to address HSV-1 virion composition. 

 

Transient interactions with the capsid. HSV-1 assembles its new capsids in the 

nucleus. Their maturation implies the packaging of monomeric viral genomes 
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into procapsids with the participation of the viral UL15/UL28/UL33 terminase 

(reviewed in (4)). While these proteins are components of immature capsids 

(100), it has been suggested they may be incorporated in very low copy in 

nuclear and cell associated C capsids (8, 109). Functionally, the incorporation 

of the terminase onto nuclear capsids makes good sense given its role in DNA 

packaging (4). However, there is no current evidence for its role in mature 

virions or for unpacking of the viral genome at the nuclear pore following 

entry. The lack of detection of the terminase by mass spectrometry in this 

study suggests it may be absent in mature extracellular virions (Table 1). 

Although we cannot rule out that the terminase is below the detection 

threshold of the mass spectrometry approach used, the absence of signal for 

all three terminase subunits by the more sensitive Western blotting is 

consistent with the former interpretation (Fig. 5). Moreover, these findings 

were reproducible for virions produced in two unrelated cell lines (Fig. 5, 7). In 

addition, the sizes of UL15, UL28 and UL33 (1931, 785 and 130 amino acids 

respectively) are well beyond the size of other viral proteins detected in this 

study (for instance US9 has 90 amino acids, while UL11 is 96 amino acid long). 

Taken together, the most straight forward interpretation is that the terminase 

is not incorporated in mature extracellular virions. Mechanistically, this implies 

the complex dissociates at some point from the capsids, highlighting a 

potential dynamic interaction. The precise moment when these proteins are 

released is most interesting but beyond the scope of the present study. 

The UL31 tegument and the UL34 envelope protein bind one another and 

facilitate the egress from the nucleus of newly formed capsids (50, 80, 81, 84). 

Interestingly, UL34 is the substrate of yet another necessary tegument, the US3 

viral kinase (46, 78, 81, 98). The detection in this study of US3 and the absence 

of the UL31/UL34 partners on mature extracellular virions are consistent with 

previous reports (81). As for the viral terminase (see above), it hints at 

transitory interactions of viral proteins with the capsids in the nucleus that do 
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not persist later on. While the incorporation of US3 in the extracellular virions 

may merely be fortuitous, a more appealing scenario is that it interacts with 

other targets at subsequent steps of the viral life cycle. This is in line with the 

numerous US3 substrates already discovered to date (13, 49, 64, 66, 75, 77, 78, 

89). 

 

Missing glycoproteins. Standard mass spectrometry and the more sensitive 

MRM approach failed to detect gJ, gK, gN and UL43 on mature virions (Tables 1 

& 2). For gK, this is controversial as some reports claim its presence in mature 

virions (27, 44) while others failed to see it (36). Similarly, UL43 and gJ were 

reportedly present on PRV and HSV-1 virions respectively (32, 43). These 

discrepancies may be related to the hydrophobicity of these proteins, since 

such proteins tend to aggregate upon boiling (40) and may never reach the 

mass spectrometer. Unfortunately, it was not possible to probe their presence 

on virions by Western for lack of appropriate antibodies. Consequently, we 

cannot say with certainty whether these gJ, gK, gN and UL43 are truly absent. 

The detection of gM but the absence of gN on mature extracellular virions 

(Tables 1 & 2) was surprising given the two proteins form a complex and that 

gN is needed for the proper localization of gM at the TGN (14). This is further 

puzzling as gN was previously reported in 35S methionine labeled mature 

virions based on its molecular weight (1). Regrettably, it was not possible to 

probe for gN by Western blotting for lack of antibodies against the protein. 

Although we cannot completely rule out that gN was simply undetected in this 

study, it may dissociate from gM prior to final envelopment of the capsids. As 

proposed for HCMV, it may also be that gM exist in two forms, either by itself 

or in complex with gN and that free gM is preferentially incorporated in virions 

(96). These suggestions are in agreement with a recent proteomics study of 

Alcelaphine herpesvirus-1 that found gM but not gN in virions (21). 
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Composition of the tegument. Little information is available concerning the 

incorporation of UL7, UL23 UL50 and UL55 in HSV-1. Some laboratories have 

reported their analysis in related herpesviruses. Hence UL7 was found in HSV-2 

virions (70), while UL23 was detected in KSHV and Alcelaphine herpesvirus-1 

virions (21, 111). In contrast to UL55 is seemingly absent in HSV-2 mature 

viruses (103). The current report clearly shows that all four proteins constitute 

novel components of the virions. At present, their inclusion as teguments is 

circumstantial and based on their absence in the well characterized capsids 

and the lack of transmembrane domains (data not shown). Biochemical 

studies to confirm their exact location in the virus will be needed. It will also 

be most interesting to elucidate the functional relevance of these proteins in 

virions. 

A number of studies point to ICP0 and ICP4 as minor components of the 

tegument (22, 107, 108). However, a recent study failed to detect ICP0 on 

virions by immuno-EM (39). Furthermore, it has also been reported that ICP4 

may rather be preferentially incorporated in L-particles (56, 92), which 

typically outnumber viable virions in the extracellular medium. Similarly, 

conflicting reports either support the presence of UL24 protein in 

herpesvirions (11, 35) or failed to detect it (76). Given the lack of noticeable  

L-particles in our viral preparation (Fig. 3), the detection of ICP0 and ICP4 by 

both proteomics and Western blotting and the absence of UL24 by these 

techniques (Table 1, Fig. 6 & 7), we conclude that ICP0 and ICP4 are 

components of extracellular virions but that UL24 is most likely absent. 

Oddly, US11 was not detected in this study (Tables 1 & 2; Fig. 6 & 7), in 

sharp contrast with Roller and colleagues who estimated 600-1000 copies of 

US11 in virions (83). The significance of this discrepancy is unclear at the 

moment. Given the overall homology between various HSV-1 strains, (90-99% 

identity at the amino acid level, unpublished observations), it is unlikely to 

explain such disagreement. Note that US11, like UL20, migrates at the expected 
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molecular weight in our hands (data not shown) and cannot be responsible for 

the lack of US11 detection by MRM. 

 

Incorporation of host proteins in virions. The excellent sample purity and 

accuracy of the method made it possible to evaluate the presence of host 

protein components. The present study reveals a heteroclite collection of up 

to 49 distinct potential cellular proteins incorporated into mature virions. 

Interestingly, a variety of transport, cytoskeleton, enzymes and other proteins 

were identified (Table 3). The low number of peptides identified for these 

proteins suggest they are minor virion components. While some of these 

proteins were found on other herpesviruses (7, 9, 18, 21, 38, 40, 63, 96, 111), 

many are seemingly specific to HSV-1. It will now be important to functionally 

validate their presence and ultimately address their putative functions for the 

virus. 

 

Relative abundance of virion components. It should be pointed out that 

quantitative mass spectrometry of complex protein mixtures is still actively 

being pursued by mass spectrometry specialists (2, 73, 82, 85). At issue is the 

different behaviour of different proteins and peptides during separation, 

ionization and solvation, not including relative abundance and potential 

unpredictable posttranslational modifications. This means some peptides are 

never detected, while others are under or over represented. This naturally 

impacts on the lack of detection of some proteins in our study. To satisfy 

ourselves of these quantitative limitations, a plot of the relative abundance of 

the viral proteins detected in our study (measured by NQCPT or the number of 

unique peptides) against published copy numbers was drawn in an effort to 

determine the exact copy number or molar ratios of the viral components. At 

best, this "standard curve" had a correlation coefficient of R2=0.42 when 

normalized for the size of the proteins (data not shown), confirming the semi-
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quantitative nature of our results. For this reason, the contribution of the viral 

components can only roughly be estimated. Figure 8 shows the results of this 

evaluation. Although not depicted in the figure, all but one host protein from 

Table 3 fall within the two lowest abundance brackets. 

 

 
Figure 8 – Schematic representation of mature extracellular virions 
The viral composition of the capsid, tegument and envelope is indicated. The diameter 
of each color coded circle indicates the relative abundance of the proteins based on 
their NQPCT score (see Materials and Methods). Given the semi-quantitative nature of 
this score, they are grouped into low abundance (<1% of total proteins), medium 
abundance (1-4%), high abundance (5-10%) and very high abundance (> 10%). The 
potential cellular components identified in Table 3 have been omitted since in need of 
validation. However, all but one of them (profilin-1) falls within the first two lowest 
abundance brackets.  
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Concluding remarks. Mass spectrometry is a powerful method to 

identify complex protein samples. Recently, the proteomics of several 

herpesviruses, including HCMV (7, 96), MCMV (40), EBV (38), KSHV (9, 111), 

RRV (72), MHV68 (11) and Alcelaphine herpesvirus-1 (21) were reported and 

reviewed (55, 97). These studies revealed the important contribution of the 

teguments to the total mass of the virions, identified novel ORFs, highlighted 

the presence of various cellular components in the virions and examined 

virulence genes. The present study is the first ever complete analysis of HSV-1 

virions. It corroborates the importance of the tegument (54% of all peptides 

found by mass spectrometry), identified four novel virion components, 

confirms the presence of two controversial teguments and hints at the 

surprising absence of a number of viral glycoproteins. It also raises several 

interesting questions, for instance the potential dynamic interaction of the 

terminase with the capsids, the putative existence of distinct gM complexes in 

infected cells (alone or with gN), the precise localisation of the novel UL7, 

UL23, UL50 and UL55 virion components and role of the thymidine kinase in 

virions. As the sequential process of capsid tegumentation is currently under 

intense scrutiny, this study should prove useful by identifying the final 

outcome of tegumentation in mature virions. Finally, the work presented here 

hints at 8 virally encoded capsid proteins, 13 glycoproteins (including UL20), 23 

teguments and up to 49 distinct host proteins. 
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SUMMARY 

 

Herpes simplex virus type 1 capsids assemble in the nucleus but acquire 

their teguments from various cellular compartments. Unfortunately, little is 

known about their exact arrangement and when they coat the newly produced 

capsids. The complexity of the virions is further highlighted by our recent 

proteomics analysis that detected the presence of several novel or 

controversial components in extracellular HSV-1 virions. The present study 

probes the localization and linkage to the virus particles of some of these 

incorporated proteins. We confirm the recently reported tight association of 

ICP0 with the capsid and show that this property extends to ICP4. We also 

confirm our proteomics data and show biochemically that UL7 and UL23 are 

indeed mature virion tegument components that, unlike ICP0 and ICP4, are 

salt extractable. Interestingly, treatment with N-ethylmaleimide, which 

covalently modifies reduced cysteines, strongly prevented the release of UL7 

and UL23 by salts but did not perturb the interactions of ICP0 and ICP4 with 

the viral particles. This hints at distinct biochemical properties of the virion 

constituents and the selective implication of reduced cysteines in its 

organization and dynamic. Finally, the data revealed by two independent 

means the presence of ICP0 and ICP4 on intranuclear capsids, consistent with 

the possibility that they may at least partially be recruited on the viral particles 

early on. These findings significantly add to our understanding of HSV-1 virion 

assembly and to the debate about the incorporation of ICP0 and ICP4 in the 

viral particles. 
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INTRODUCTION 

 

Herpes simplex virus type 1 (HSV-1) virions have a multilayered structure 

constituted of an icosahedral capsid which protects a DNA genome, a 

proteinaceous layer called tegument and a host-derived lipid envelope. These 

constituents are sequentially acquired during the maturation of HSV-1 through 

three major intracellular compartments: the nucleus, the cytoplasm and the 

trans-Golgi network (TGN) (Mettenleiter, 2002; Mettenleiter et al., 2009; 

Turcotte et al., 2005). Though the details by which the virus acquires its 

tegument are still unclear, recent reviews highlight the importance of the 

tegument during the viral life cycle (Guo et al., 2010; Kelly et al., 2009). 

Following viral entry, most of the tegument proteins dissociate from 

incoming capsids (Kelly et al., 2009; Mettenleiter et al., 2009) and this early 

release seems important for efficient viral infection. For example, the VP16 

protein, coded by the UL48 gene, transactivates the viral immediate-early 

genes and triggers the cascade of viral gene expression necessary for the 

subsequent stages of the HSV-1 life cycle (Kelly et al., 2009; Roizman et al., 

2005; Wysocka & Herr, 2003). In contrast, the UL36 and UL37 viral proteins 

remain associated with incoming HSV-1 capsids and contribute to capsid 

transport toward the nucleus and injection of the viral DNA into the nucleus 

through the nuclear pores (Dohner et al., 2002; Liashkovich et al., 2011; Ojala 

et al., 2000; Shanda & Wilson, 2008; Smith & Enquist, 2002; Sodeik et al., 

1997; Wolfstein et al., 2006). The presence of a protein within the tegument is 

therefore not fortuitous and may reflect an early role in the viral life cycle. 

However, the tegument is also implicated during viral egress (Bjerke & Roller, 

2006; Mou et al., 2007; Scholtes et al., 2010; Skepper et al., 2001; Stackpole, 

1969) as well as in immune evasion and apoptosis (Hwang et al., 2009; 

Leopardi et al., 1997; Ogg et al., 2004; Orvedahl et al., 2007; Smiley, 2004; 

Trgovcich et al., 2002). It additionally forms a bridge between the capsid 
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proteins and glycoproteins of the viral envelope (Mettenleiter, 2004; 

Mettenleiter et al., 2006; 2009). Despite the important and multifunctional 

roles of the tegument, its precise composition has only recently been 

elucidated by proteomics (Loret et al., 2008). That study confirmed many 

known virion components but also identified UL7, UL23, UL50 and UL55 as 

novel virion proteins. UL50 codes for a dUTPase that was also detected by 

proteomics in the related Pseudorabies virus (PRV) (Kramer et al., 2011) and 

plays an important role in nucleotide metabolism but is otherwise poorly 

characterized (Bergman et al., 1998; Bjornberg et al., 1993; Jons & 

Mettenleiter, 1996). The function of the UL55 protein is totally unknown. In 

contrast, two studies demonstrated the involvement of UL7 in the maturation 

and egress of HSV-1 and PRV and its interaction with the mitochondrial 

adenine nucleotide translocator 2 (ANT2) (Fuchs et al., 2005; Tanaka et al., 

2008). Finally, UL23 codes for a viral kinase involved in nucleotide metabolism 

(Boehmer & Lehman, 1997; Wurth et al., 2001). Interestingly, this kinase has 

been detected in Kaposi’s sarcoma-associated herpesvirus (KSHV),  

Epstein–Barr virus (EBV) and alcelaphine herpesvirus-1 virions (Bechtel et al., 

2005; Dry et al., 2008; Johannsen et al., 2004; Zhu et al., 2005), though it was 

undetected in the aforementioned PRV proteomics study (Kramer et al., 2011). 

Further work is clearly needed to define where in the virus these viral proteins 

reside and what function they have. 

ICP0 and ICP4 are extensively studied immediate-early proteins that 

regulate gene expression and transactivation of early and late viral genes 

(Everett, 2000; Kalamvoki & Roizman, 2010). Early studies suggested that ICP0 

and ICP4 might be packaged into mature HSV-1 particles (Yang & Courtney, 

1995; Yao & Courtney, 1989; 1991) but ICP0 was not detected in the virions by 

immuno-EM (Kalamvoki et al., 2008). More recently, reports from various 

laboratories reignited the debate about the incorporation of ICP0 and ICP4 

into mature virions (Delboy et al., 2010; Elliott et al., 2005; Loret et al., 2008; 
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Maringer & Elliott, 2010; Radtke et al., 2010; Sedlackova & Rice, 2008). Finally, 

some studies suggested that ICP0 and ICP4 might be absent on HSV-1 

intranuclear capsids (Maringer & Elliott, 2010; Radtke et al., 2010; Yao & 

Courtney, 1992) despite the presence of the two proteins in the nucleus. Given 

the role of these proteins, it was thus important to clarify whether these 

proteins are incorporated in the virions and intranuclear capsids.  

The process of tegument acquisition is poorly understood and involves a 

highly ordered network of protein-protein interactions (Lee et al., 2008; 

Mettenleiter, 2006; Vittone et al., 2005). Cysteines are often involved given 

their highly reactive thiol side chains (Bulaj et al., 1998; McCombs & Williams, 

1973; Nagahara et al., 2009; Newcomb et al., 1994; Sevier & Kaiser, 2002; 

Szczepaniak et al., 2011; Yang et al., 2000; Zweig et al., 1979). Interestingly,  

N-ethylmaleimide (NEM), a small membrane-permeable compound that 

covalently alkylates reduced cysteines, renders them unavailable for 

interactions with other molecules. This property has been exploited to study 

protein-protein interactions in general, the process of viral tegument 

acquisition during HSV-1 virion maturation and the network of protein-protein 

interactions that governs this layer (Greber et al., 1996; Meckes & Wills, 2007; 

2008; Morcock et al., 2005; Ruyechan, 1988; Yeh et al., 2008). Given the large 

number of proteins that compose the viral tegument (Loret et al., 2008), the 

characterization of the role of cysteines in the organization and function of the 

tegument becomes primordial. 

The present work focuses on the HSV-1 virion proteins UL7, UL23, ICP0 and 

ICP4. A de-tegumentation assay was used to confirm they are virion 

components and to analyze their biochemical properties. In addition,  

pre-treatment of extracellular HSV-1 virions with NEM was employed to 

examine the importance of reduced cysteines in the organization of these viral 

molecules. The data show that these four proteins have rather different 

biochemical characteristics. UL7 and UL23 were both salt-extractable tegument 



96 

 

proteins whose interaction with the virions was strongly affected by NEM. In 

contrast, ICP0 remained tightly associated with the capsid during biochemical 

de-tegumentation, as previously reported (Delboy et al., 2010; Maringer & 

Elliott, 2010; Radtke et al., 2010), but this association was completely resistant 

to NEM. These properties extended to ICP4, suggesting both of these proteins 

are recruited to capsids via distinct types of interactions than UL7 and UL23. 

Finally, the tight association of ICP0 and ICP4 with the capsid prompted us to 

examine nuclear capsids. Unexpectedly, ICP0 and ICP4 were detected on 

intranuclear capsids isolated by two independent protocols, a finding that 

suggests these proteins could at least partially be recruited on the viral 

particles at an early stage of HSV-1 egress. 



97 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Cells and viruses. HeLa cells were grown at 37°C in 5% CO2 in Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium (DMEM ; Sigma Aldrich) supplemented with 10% FBS 

(Medicorp), 2 mM L-glutamine (Invitrogen) and antibiotics (100 U/mL penicillin 

and 100 µg/mL streptomycin ; Invitrogen). For nuclei isolation, HeLa cells 

adapted to culture in suspension were grown at 37°C in Joklik’s modified 

Eagle’s medium (JMEM ; Sigma-Aldrich) supplemented with 5% FBS, 0.1 mM 

MEM non-essential amino acids solution (Invitrogen), 100 U/mL penicillin and 

100 µg/mL streptomycin. The wild-type HSV-1 strain F, generously provided by 

Beate Sodeik, was propagated on BHK cells and titrated on Vero cells as 

described previously (Turcotte et al., 2005). Highly purified extracellular HSV-1 

virions were obtained from infected HeLa cells and stored at -80°C in MNT 

buffer (30 mM MES, 100 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl pH7.4) as before (Loret et 

al., 2008). 

 

Western blot and antibodies.  

Proteins samples were separated on 8 or 10% gels by SDS-PAGE, transferred 

onto PVDF membranes and detected with specific primary antibodies and 

secondary antibodies coupled to HRP by enhanced chemiluminescent (ECL) 

detection (Loret et al., 2008). Anti-UL7 was the courtesy of Y. Nishiyama 

(1:1,000), anti-UL13 was from B. Roizman (1:1,000), anti-UL23 was provided of 

W.C. Summers (1:5,000), anti-UL48 (VP16) was offered by H. Browne (1:1,000), 

anti-gD (DL6) was obtained from R.J. Eisenberg and G.H. Cohen (1:2,000) and 

anti-HSV-1 Remus, a general HSV-1 polyclonal serum, was from B. Sodeik 

(1:1,000). Other primary antibodies were purchased from commercial sources, 

including anti-UL19/VP5 (1:1,000; Cedarlane), anti-ICP0 (1:5,000; Abcam), anti-

ICP4 (1:1,000; Abcam), anti-ICP8 (1:1,000; Abcam), anti-proliferating cell 

nuclear antigen (PCNA; 1:500; Chemicon International), anti-lamin A/C 
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(1:2,500; BD Biosciences) and anti-γ-tubulin (1:5,000; Sigma-Aldrich). The 

secondary antibodies goat anti-mouse or goat anti-rabbit were used at 

1:10,000 to 1:20,000 dilutions (Jackson ImmunoResearch). For Western blot 

quantification, the relative band intensities were measured using ImageJ 

software (NIH). 

 

Biochemical de-tegumentation. Our de-tegumentation method was adapted 

from Wolfstein et al (2006) with some modifications. Briefly, highly purified 

extracellular HSV-1 virions were lysed with 2X de-tegumentation buffer  

(2% Triton X-100, 40 mM Tris-HCl pH 7.4, 2 mM MgCl2, 20 mM EDTA, 20 mM 

DTT) containing a cocktail of protease inhibitors (CLAP : 8.25 µM chymostatin, 

1.05 nM leupeptin, 0.38 nM aprotinin and 0.73 nM pepstatin A (Sigma-Aldrich) 

in the presence of increasing salt concentrations (0.1, 0.5 or 1 M NaCl) for 30 

min at 4°C. As control, a “no lysis” sample was incubated in 2X buffer in the 

presence of 0.1 M NaCl but without Triton X-100. To minimize aggregates and 

improve protein separation by SDS-PAGE, viral particles were quickly sonicated 

at 4°C. Capsids were then pelleted by centrifugation (40 min at 100,000 x g at 

4°C) through a 20% (w/v) sucrose cushion (top-loaded) in MNT and  

10 mM DTT. Finally, the pellets were resuspended in 10 µL of MNT while the 

proteins in the supernatants were precipitated at 95°C for 15 min, centrifuged 

3 min at 18,000 x g, resuspended in 10 µL of MNT and analyzed by Western 

blot. When indicated, the extracellular virions were pre-treated with 10 mM of 

NEM (Sigma-Aldrich) for 30 min at 37°C before de-tegumentation. 

 

Nuclear capsids. HeLa cells grown in suspension were infected with HSV-1 

strain F at 37°C for 8 hours at a multiplicity of infection (MOI) of 5 and the 

nuclei isolated as previously described (Remillard-Labrosse et al., 2006). They 

were then broken in lysis buffer (1% IGEPAL CA-630 (Sigma-Aldrich), 500 U/mL 

DNase (Roche) and CLAP) for 30 min at 4°C, briefly sonicated and cleared 5 
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min at 300 x g at 4°C. The supernatant was then filtered through a 0.45 µm 

filter, top-loaded onto a 35% (w/w) sucrose cushion and the virions pelleted 

for 1 hour at 100,000 x g at 4°C. The nuclear capsid pellet was finally 

resuspended in MNT buffer and stored at -80°C. 

 

Silver staining. Following electrophoresis, gels were fixed 2 hours in a 5% 

acetic acid - 50% methanol solution. Gels were then extensively rinsed in 

distilled water and incubated in 0.02% thiosulfate sodium solution for 1 min. 

Gels were briefly washed with distilled water and incubated in 0.1% silver 

nitrate solution for 20 min. The gels were then again briefly washed in distilled 

water and incubated in reaction buffer (0.04% formaldehyde and 2% 

carbonate sodium). The reaction was stopped by the addition of 5% acetic acid 

solution. 

 

Separation of nuclear A, B and C capsids. Capsids from the nuclear fraction 

were isolated as previously described with slight modifications (Bucks et al., 

2007; Lamberti & Weller, 1998; Newcomb et al., 2006; Roller et al., 2000; 

Sheaffer et al., 2000). Approximatively 2.5 x 108 HeLa were infected with  

HSV-1 strain F at a MOI of 5. At 24 h post infection, cells were scrapped in  

ice-cold PBS and pelleted at 300 x g, 10 min at 4°C. Cells were disrupted in  

NP-40 lysis buffer (1% NP-40 (Sigma-Aldrich), 10 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM 

NaCl, 2 mM MgCl2, 5 mM DTT and CLAP) and incubated on ice for 30 min. The 

nuclei were pelleted from the suspension at low speed. The nuclear pellet was 

resuspended in MNT, lysed by three cycles of freeze/thaw and briefly 

sonicated in the presence of CLAP. The nuclear lysate was treated with 500 

U/mL DNase at 37°C for 10 min and the debris cleared by low speed 

centrifugation. Nuclear capsids present in the supernatant were purified by 

two centrifugation steps. In the first step, capsids were pelleted through a 35% 

(w/w) sucrose cushion prepared in MNT (SW41 rotor, 100,000 x g for 1 h at 
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4°C). In the second step, the capsid pellet was carefully resuspended in MNT, 

layered onto a 20-50% (w/w) linear sucrose gradient (prepared in MNT) and 

centrifuged at 100,000 x g for 1 h at 4°C in a SW41 rotor. A, B and C capsids 

bands were visualized as light-scattering bands and collected from the 

gradient by pipetting and analyzed by Western blot. 

 

Electron microscopy. Previously described procedures were used to evaluate 

sample purity by negative staining (Loret et al., 2008). Briefly, a drop (5 μL) of 

purified nuclear capsids was deposited on a Formvar-coated and carbonated 

150-mesh copper grid (Canemco and Marivac), stained with 2% uranyl acetate 

(Canemco and Marivac), washed in distilled water, allowed to air dry on filter 

paper and finally observed with a Philips 300 transmission electron 

microscope. 
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RESULTS 

 

Characterization of newly identified HSV-1 extracellular virions components 

 

We recently reported the detection by mass spectrometry of the viral 

proteins UL7, UL23, UL50, UL55, ICP0 and ICP4 on mature HSV-1 particles  

(Loret et al., 2008). This is in line with some studies demonstrating the tight 

association of ICP0 with the capsid and the presence of salt extractable ICP4 in 

the tegument (Delboy et al., 2010; Maringer & Elliott, 2010; Radtke et al., 

2010) but in disagreement with another paper (Kalamvoki et al., 2008), thus 

warranting further study. In addition, the tentative assignation of UL7, UL23, 

UL50 and UL55 to the tegument layer remained to be experimentally proven. A 

biochemical strategy was therefore employed. While envelope proteins are 

extracted by detergents and tegument proteins are gradually released from 

viral particles with increasing salt concentrations, capsid-associated proteins 

are resistant to such treatment (Delboy et al., 2010; Maringer & Elliott, 2010; 

Ojala et al., 2000; Radtke et al., 2010; Wolfstein et al., 2006). It is thus possible 

to biochemically distinguish the main components of the virus. Highly purified 

virions were therefore prepared as previously reported (Loret et al., 2008) and 

lysed with a non-ionic detergent to remove the viral envelope in the presence 

of increasing salt concentrations to strip the tegument (0.1, 0.5 or 1 M NaCl). 

To prevent the release of a tegument by the detergent through a strong 

covalent disulfide bond with an envelope protein, DTT was present during the 

de-tegumentation in all buffers to clearly separate each viral layer (envelope, 

tegument and capsid). Virions were subsequently fractionated through a  

20% (w/v) sucrose cushion to dissociate the released viral proteins 

(supernatant) from those that remained capsid-associated (pellet). As control, 

the envelope was left intact by omitting the detergent, hence preventing the 

salt from releasing any tegument. Pellets and supernatants were examined by 
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Western blot (Fig. 1a) and quantified (Fig. 1b). Markers of the capsid (VP5), 

tegument (VP16) and envelope glycoprotein D (gD) were first analyzed.  

 

 
Figure 1. Western Blot analysis of de-tegumented extracellular HSV-1 virions 
(a) Highly purified virions (20 µg) were biochemically de-tegumented with or without 
detergent (“no lysis”) and analyzed by Western blot with antibodies against VP5, gD, 
VP16, UL7, UL23, ICP0 or ICP4. A mock-infected cell lysate (10 µg) was loaded as 
antibody control. (b) The relative proportion of each protein in the pellet and 
supernatant was quantified from three independent experiments. For each condition 
and protein, the sum of the pellet and the supernatant pools was normalized to 100 %. 
The values are the means ± SD. 

 

As expected, VP5 was not affected by the detergent and at least  

97 ± 4 % of VP5 remained in the capsid pellet even in high NaCl 

concentrations. In contrast, at least 72 ± 8 % of gD was found in the 

supernatant irrespective of the salt concentration when the detergent was 

present. Finally, the tegument protein VP16 was gradually extracted from the 

virus by increasing salt concentrations in the presence of detergent (up to 86 ± 

8 % at 1M salts). These controls behaved as previously reported (Delboy et al., 
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2010; Maringer & Elliott, 2010; Radtke et al., 2010; Wolfstein et al., 2006), thus 

confirming the relevance of the approach. 

Given the clear capsid, tegument or glycoprotein fingerprint obtained 

for well defined virion proteins, we next analyzed our proteins of interest  

(Fig. 1). Unfortunately, the absence of antibodies for UL50 and UL55 prevented 

us from examining these two particular proteins. However, the results 

revealed that UL7 and UL23 were progressively stripped from the capsids by 

salts in the presence of detergent (up to 70 ± 3 % of total UL7 and 97 ± 2 % of 

total UL23). Unlike previous reports (Delboy et al., 2010; Radtke et al., 2010), 

ICP4 behaved like the major capsid protein VP5 and was not released from the 

capsid in high salts conditions (97 ± 6 % in the pellet). Finally, ICP0 was 

exclusively found in the pellet even in the presence of 1 M salt as previously 

reported (Delboy et al., 2010; Maringer & Elliott, 2010; Radtke et al., 2010). 

These results strongly indicated that ICP0 and ICP4 biochemically behave very 

differently than UL7 and UL23. 

 

Effect of NEM on UL7, UL23, ICP0 and ICP4 

 

Accumulating evidence suggests that reduced cysteines play a role in virion 

protein-protein interactions (Meckes & Wills, 2007; 2008; Yeh et al., 2008). 

NEM is a common tool for studying these interactions given its ability to 

alkylate reduced cysteines and prevent them from interacting with other 

residues. Since membrane permeable, it also prohibits the formation of novel 

irrelevant bonds when added before virion disruption (Meckes & Wills, 2008; 

Szczepaniak et al., 2011). It was therefore used to probe the importance of 

reduced cysteines within HSV-1 particles. Highly purified extracellular HSV-1 

virions were thus pre-treated with NEM prior to biochemical de-

tegumentation. The capsid-associated and free viral proteins were again 

analyzed by Western Blot for the three control proteins VP5, gD and VP16. 
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Representative blots as well as the quantification of three independent 

experiments (Fig. 2) revealed that the VP5 and gD salt extraction patterns 

were unaltered by NEM. Essentially, all VP5 remained capsid-associated  

(95 ± 8 %) while more than 86 ± 5 % of gD was released in the supernatant 

during lysis.  

 
Figure 2. Western Blot analysis of de-tegumented extracellular HSV-1 virions 
treated with NEM 
(a) Highly purified virions (20 µg) were pre-treated with 10 mM NEM prior to 
biochemical de-tegumented with or without detergent (“no lysis”) and analyzed by 
Western blot as in figure 1. A mock-infected cell lysate (10 µg) was once again 
included as control. (b) The relative distribution of each protein in the pellet and 
supernatant was quantified from three independent experiments as in figure 1. The 
values are the means ± SD. 

 

In contrast, VP16 was now mostly associated with the capsid pellet (> 96% 

in the pellet) instead of being gradually stripped by salts. These results indicate 

that NEM altered the organization of VP16 with the virus and favoured the 

interaction of VP16 with the capsid. We next sought to determine the 

behaviour of UL7, UL23, ICP0 and ICP4 in the presence of NEM (Fig. 2). 

Interestingly, UL7 and UL23 were also affected by NEM and followed the same 
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pattern as VP16 by remaining in the capsid pellet despite high salts (> 91% for 

UL7 and > 94% for UL23), hinting once again at the participation of reduced 

cysteines in the organization of these two tegument proteins. Surprisingly, 

NEM did not alter the biochemical behaviour of ICP0 and ICP4. In fact, both 

remained tightly associated with the capsid, suggesting a type of interaction 

with the viral particles distinct than for UL7, UL23 and VP16. 

 

Presence of ICP0 and ICP4 on HSV-1 intranuclear capsids 

 

Unlike UL7 and UL23, ICP0 and ICP4 strongly associated with the capsid. 

This raised the possibility that ICP0 and ICP4 might already be associated with 

capsids in the nucleus. This is relevant since these proteins, much like VP16 

and VP13/14, are present in the nucleus early in infection (Donnelly & Elliott, 

2001; Wysocka & Herr, 2003; Yedowitz et al., 2005) where capsid assembly 

takes place. To explore this possibility, two distinct protocols were employed. 

In the first case, we took advantage of our previously reported nuclear 

preparation protocol devoid of cytoplasmic capsids (Remillard-Labrosse et al., 

2006). Hence, nuclei purified from infected cells were subsequently lysed and 

cleared by low-speed centrifugation to remove unbroken nuclei. The nuclear 

extract was then filtered through a 0.45 µm filter to remove large debris and 

centrifuged through a 35% (w/w) sucrose cushion to pellet all nuclear capsids. 

These enriched nuclear capsids were then negatively stained and examined by 

electron microscopy (EM). 

 



106 

 

 
Figure 3. Evidence for the presence of ICP0 and ICP4 on HSV-1 nuclear 
capsids 
(a) Total nuclear capsids isolated from purified infected nuclei were negatively stained 
and analyzed by EM. The images show various typical views of the samples. All were 
naked capsids and exempt of obvious cellular debris, cellular organelles and 
cytoplasmic enveloped capsids. The bars represent 100 nm. (b) Five micrograms of 
mock-infected or infected cell lysates, infected nuclei or total nuclear capsids were 
silver stained (top panel) or analyzed by Western blot with a pan HSV-1 antibody 
(bottom panel). Note the pattern of major capsid components which are listed on the 
right of the silver stain. Viral enrichment of the nuclear capsids was also evident by 
Western blot (see arrows). The molecular weights (MW) of the protein markers are 
indicated at the left of the gels in kilodaltons (kDa). (c) Total nuclear capsids (100 µg) 
and infected nuclei (25 µg) were immunoblotted for the viral proteins VP5, ICP0, ICP4, 
the nuclear viral proteins VP16 and ICP8, the cytoplasmic UL7 and UL13 viral 
teguments, the nuclear host proteins PCNA, lamin A/C and nup62 or the cytoplasmic 
host protein γ-tubulin. As controls, mock-infected or infected cell lysates (25 µg each) 
were also included. ICP0 and ICP4 were reproducibly detected on the nuclear capsids. 

 

As shown in figure 3a, the capsid preparations consisted exclusively of 

naked capsids and no major contamination by cellular debris was observed. To 

probe the efficacy of this non classical purification method, the nuclear capsids 

were monitored by silver staining and by Western blot using a pan HSV-1 

polyclonal antibody (Figure 3b). The silver stain revealed a protein pattern 
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consistent with an enriched viral preparation  where the main capsid proteins 

are present (Maringer & Elliott, 2010; Ren et al., 2011; Salmon et al., 1998; Yu 

& Weller, 1998). Furthermore, the anti-HSV-1 blot highlighted a strong 

enrichment of numerous viral proteins compared to the infected cell lysate. 

We also probed VP5 as loading control and several nuclear (host PCNA, lamin 

A/C, nucleoporin 62, viral VP16 or ICP8), or cytoplasmic (host γ-tubulin, viral 

UL7 and UL13 teguments) markers to examine the potential contamination by 

host and viral proteins or cytoplasmic viral particles. As expected, all proteins 

were present in infected cell lysates and the cytoplasmic UL7, UL13 and  

γ-tubulin were absent in infected nuclei (Fig. 3c). Most important, aside from 

VP5, all markers were undetectable on nuclear capsids, hinting at the purity of 

our preparations. In contrast, when probing for ICP0 and ICP4 with antibodies 

previously shown to be highly specific and non reactive in ICP0- and ICP4- 

deletion mutants respectively (Geoffroy et al., 2004), both proteins were 

consistently detected on intranuclear capsids. To confirm the above findings 

and to determine which of the nuclear capsids are ICP0 and/or ICP4 positive, a 

second independent protocol was used to purify the nuclear capsids by 

classical sucrose gradient sedimentation, which allows to separate A, B and C 

capsids from one another and from cytoplasmic capsids (Bucks et al., 2007; 

Lamberti & Weller, 1998; Newcomb et al., 2006; Roller et al., 2000; Salmon et 

al., 1998; Sheaffer et al., 2000; Tatman et al., 1994). Silver staining of these 

intranuclear capsids (Fig. 4a) revealed a similar pattern than previously 

observed (Fig. 3b). Most importantly, Western blots confirmed the presence of 

ICP0 and ICP4 on C capsids and the absence of nuclear or cytoplasmic 

contaminants (Fig. 4b), in agreement with our previous findings. Interestingly, 

ICP0, but not ICP4, was also detectable on B capsids. However, neither protein 

was present on A capsids, even with prolonged exposures of the blots (data 

not shown). Taken together, these two independent methods clearly hinted at 

the presence of ICP0 and ICP4 on intranuclear capsids. 
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Figure 4. Selective presence of ICP0 and ICP4 on A, B or C nuclear capsids. 
(a) Five micrograms of mock-infected cells, infected cell lysates or A, B and C capsids 
were silver stained. Once again, the major capsid components are listed on the right. 
(b) Intranuclear A, B and C capsids (25 µg) purified by classical sucrose gradient 
sedimentation were collected and immunoblotted for the viral proteins VP5, ICP0, 
ICP4, VP16, ICP8, UL7 and UL13 or the cellular proteins PCNA, lamin A/C, nup62 and γ-
tubulin. As controls, mock-infected or infected cell lysates (15 µg each) were also 
included. Note that ICP0 was detected on B and C capsids while ICP4 was only present 
on C capsids. Nuclear A capsids had no detectable ICP0 and ICP4 proteins even upon 
longer exposure (data not shown). 
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DISCUSSION 

 

UL7 and UL23 are salt-extractable tegument proteins 

 

The experiments presented in this paper biochemically confirm our 

previous mass spectrometry findings (Loret et al., 2008) that UL7 and UL23 

proteins are indeed present in mature extracellular virions. Moreover, these 

two proteins share properties with the VP16 tegument (Fig. 1), strongly 

suggesting that UL7 and UL23 are true components of the HSV-1 viral 

tegument. Based on their similar salt extractability, it would be interesting to 

know whether UL7 and UL23 are quickly released upon entry and if they share 

with VP16 an early role upon infection. This is plausible since UL7 interacts 

with the pro-apoptotic mitochondrial protein ANT2, thereby modulating viral 

propagation (Tanaka et al., 2008). In the same way, an early release of UL23 in 

the cytoplasm would be logical, since this is where nucleotide metabolism 

occurs and UL23 facilitates replication of the viral genome (Coppock & Pardee, 

1987; Munch-Petersen et al., 1995). However, these hypotheses need further 

work to clarify the role of UL7 and UL23 as components of the mature virions. 

The biochemical analysis of protein-protein interactions in the virions 

revealed that the association of UL7, UL23 and VP16 with the capsid was 

modulated by NEM, which prevented their release from the capsids despite 

high salt concentrations (Fig. 2). The impact of NEM on the tegument is not 

surprising because VP16, UL7 and UL23 contain several cysteine residues 

(respectively 6, 12 and 5). Thus, NEM alters the organization of the tegument 

and favours the association of these proteins with the capsid as for UL16 and 

UL11 (Meckes & Wills, 2008). Given the presence of DTT throughout our de-

tegumentation assay, this NEM phenotype is not due to the alteration of pre-

existing or newly formed disulfide bonds but rather highlights the contribution 

of reduced cysteines in the organization of the tegument. This may be 



110 

 

particularly relevant in the context of the dynamic nature of the tegument 

during entry and post-entry steps (Meckes & Wills, 2008), its acquisition and 

maturation at the TGN (Meckes & Wills, 2007) as well as its reported 

maturation in extracellular viruses (Newcomb & Brown, 2009). Therefore, pre-

existing reduced cysteines appear as important determinants for the 

interaction of UL7 and UL23 with others components of the viral particle and 

necessary for their release during de-tegumentation. However, the mechanism 

that governs this phenotype is not clear and it is difficult at this point to define 

the precise targets on which NEM acts given the multitude of proteins present 

in the virus, including the potential 49 host proteins previously reported  

(Loret et al., 2008). Two explanations come to our mind. First, NEM may 

induce a conformational change that forces these proteins to re-associate with 

components of the capsid. Alternatively, NEM could block a cysteine exchange 

reaction that is needed for release of the tegument protein, reminiscent of the 

exchange reaction reported for the SU and TM proteins of murine leukemia 

virus (MLV) upon binding to its receptor (Pinter et al., 1997). Only further work 

will resolve this important issue. 

 

Tight association of ICP0 and ICP4 with the HSV-1 capsid 

 

The present study is consistent with the incorporation of ICP0 and ICP4 

in mature virions (Delboy et al., 2010; Elliott et al., 2005; Loret et al., 2008; 

Maringer & Elliott, 2010; Radtke et al., 2010; Sedlackova & Rice, 2008; Yang & 

Courtney, 1995; Yao & Courtney, 1989; 1991; 1992). Biochemical analysis of 

these proteins further revealed that they do not behave as UL7, UL23 and VP16 

and were never released from the capsids by detergent and salts (Fig. 1). 

These results are in agreement with recent studies reporting that ICP0 remains 

associated with the capsid under high salt conditions (Delboy et al., 2010; 

Maringer & Elliott, 2010; Radtke et al., 2010). In contrast, the tight association 
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of ICP4 with the capsid found here contrasts with reports that ICP4 is readily 

extracted by salts (Delboy et al., 2010; Radtke et al., 2010). This apparent 

discrepancy may be explained by the different methods employed to achieve 

de-tegumentation. In fact, many distinct parameters were noted, including 

MOI, time of harvesting, cell lines, temperature, density cushion, time of 

centrifugation, sonication and presence of DTT. It thus remains to be seen how 

these factors individually affect ICP4. In the scenario where ICP0 and ICP4 

remain associated with the capsid, it would be interesting to know if they 

partially travel to the nucleus with incoming capsids. This process could 

ultimately allow these proteins to translocate into the nucleus and quickly 

transactivates HSV-1 gene expression. Consistent with this idea, a role for ICP0 

in capsid targeting to the nucleus was recently suggested by Delboy & Nicola 

(2011). 

Though NEM altered the release of VP16, UL7 and UL23 from the capsid 

by salts, it had no detectable impact on ICP0 and ICP4 (Fig. 2). This is rather 

surprising given the many cysteines present in the two proteins (14 and 15 

respectively) Thus, either all cysteines are already involved in intra/inter 

molecular interactions or the available reduced cysteines do not appear as key 

players in the interaction of ICP0 and ICP4 with the viral particles. 

 

ICP0 and ICP4 are present on intranuclear HSV-1 capsids 

 

The strong association of ICP0 and ICP4 with the capsid is puzzling and 

unlike the other tegument proteins analyzed in this study. Given the strong 

association and the role of ICP0 and ICP4 in the nucleus, it raised the 

possibility they may be recruited, at least partially, to newly assembled capsids 

before they exit that intracellular compartment. The work presented here is 

the first evidence that might be the case. Although it is impossible to formally 

rule out that ICP0 and ICP4 are co-purifying contaminants or that the capsids 
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are not sufficiently pure, we favour the scenario that the two proteins are 

indeed coating nuclear capsids. First, enriched nuclear preparations isolated by 

two independent methods were positive by Western blotting with highly 

specific antibodies. Second, both nuclear capsid preparations were devoid of 

visible cellular debris (Fig. 3 and data not shown). Third, all the tested potential 

nuclear and cytoplasmic contamination markers were absent from the 

samples (Fig. 3 and 4). Finally, we only detected ICP0 and ICP4 on some 

nuclear capsids and not others. For instance ICP0 was found on B and  

C capsids but not A capsids, while ICP4 was only present on C capsids. This 

feature is most consistent with the specific addition of these proteins to some 

nuclear capsids, rather than simply being non specific contaminants. The data 

are thus fully consistent with our proposal that these proteins coat nuclear 

capsids. This seemingly contradicts previous reports (Maringer & Elliott, 2010; 

Radtke et al., 2010; Yao & Courtney, 1992). However, it is conceivable that 

lower affinity antibodies and/or amount of loaded sample previously 

hampered their detection. We thus believe that ICP0 and ICP4 indeed 

specifically coat some nuclear capsids. It is worth noting that an initial 

recruitment of ICP0 and ICP4 onto nuclear capsids is fully compatible with the 

subsequent cytoplasmic recruitment of these two viral proteins in a VP22 

and/or ICP27-dependent manner (Elliott et al., 2005; Maringer & Elliott, 2010; 

Sedlackova & Rice, 2008). This therefore suggests that ICP0 and ICP4 may be 

recruited to the viral particles at multiple sites. 

In conclusion, this study sheds light on the composition of the mature  

HSV-1 virions and confirms that the two new proteins UL7 and UL23 identified 

by mass spectrometry are indeed incorporated into extracellular HSV-1 virions 

and are bona fide components of the tegument. This biochemical analysis also 

suggests the implication of reduced cysteines in the organization of the 

tegument in agreement with its dynamic nature. The data additionally support 

the presence of the two controversial proteins ICP0 and ICP4 into the mature 
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extracellular particles and their tight association with the capsid, which is 

insensitive to thiol-alkylation by NEM. Finally, but not least, we present the 

first evidence of the presence of ICP0 and ICP4 on purified HSV-1 intranuclear 

capsids consistent with their partial early recruitment during egress. 
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Résultats supplémentaires 

Introduction 

Les articles 1 et 2 nous ont permis de déterminer précisément la 

composition protéique des virus extracellulaires et d’examiner plus en détails 

la localisation de certaines protéines virales incorporées. De plus, l’article 2 

nous a révélé la présence d’ICP0 et d’ICP4 sur les capsides nucléaires. Par le 

fait même, ceci a mis en évidence l’acquisition possible de ces protéines à un 

stade précoce du cycle viral. En effet, pour devenir un virus mature, la 

nucléocapside nouvellement formée dans le noyau doit, tout au long du cycle 

viral, acquérir ses constituants. Cet ajout séquentiel se fait à partir de trois 

compartiments principaux : le noyau, le cytoplasme et le TGN. Toutefois, ce 

processus complexe de maturation et d’acquisition du tégument demeure 

encore flou. De plus, malgré le rôle critique du tégument à différentes étapes 

de l’infection, la séquence d’addition des protéines qui le composent demeure 

encore mal définie. Ainsi, dans le but de dresser un portrait plus juste de la 

morphogenèse d’HSV-1, le contenu protéique des capsides C nucléaires a été 

analysé. Dans cette section, il sera donc question de l’élaboration d’un 

protocole d’isolation et de purification des capsides C par cytométrie en flux 

ainsi que l’analyse de leur composition protéique par spectrométrie de masse. 

Bien que les résultats présentés dans cette section sont des résultats 

préliminaires pour lesquels quelques expériences supplémentaires doivent 

être effectuées afin de valider et de consolider les différentes conclusions 

tirées, il n’en demeure pas moins que ces résultats sont déjà en très bonne 

voie pour mener à une prochaine publication d’article. Toujours en alliant, la 

biologie cellulaire, la virologie et la protéomique, ces données permettent 

ainsi d’étudier la morphogenèse d’HSV-1 en effectuant une comparaison 

préliminaire de la composition protéique des capsides C à celle des virus 
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extracellulaires matures présentée dans l’article 1. Cette analyse offre aussi 

l’opportunité d’acquérir de nouvelles informations quant aux étapes précoces 

de la tégumentation. 
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Matériel et Méthodes 

Cellules et virus. Les cellules HeLa adaptées à la culture cellulaire en 

suspension (HeLa S3) sont cultivées à 37°C dans du milieu JMEM (Joklik’s 

modified Eagle’s medium ; Sigma-Aldrich) contenant 5% de sérum fœtal bovin 

(FBS), 0.1 mM d’acides aminés non essentiels (Invitrogen), 100 U/mL de 

pénicilline et 100 μg/mL de streptomycine. La souche F du virus sauvage 

d’HSV-1 et le virus mutant HSV-1 K26GFP (souche KOS), qui exprime la 

protéine VP26 couplée à la GFP (427), ont généreusement été fournis par 

Beate Sodeik et Phrasant Desai respectivement. Les deux virus ont été 

amplifiés sur des cellules BHK et titrés sur des cellules Vero tel que décrit 

précédemment (173). 

 

Isolation des capsids nucléaires. Les cellules HeLa S3 sont infectées avec la 

souche F d’HSV-1 ou le virus HSV-1 K26GFP à 37°C pendant 8 heures à une 

multiplicité d’infection (MOI) de 5 et les noyaux infectés sont isolés tel que 

décrit précédemment (428). Les noyaux sont ensuite lysés pendant 30 min à 

4°C dans du MNT (30 mM MES, 100 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl pH7.4) 

contenant 1% d’IGEPAL CA-630 (Sigma-Aldrich), 500 U/mL d’ADNase I (Roche) 

et 1X d’un cocktail d’inhibiteurs de protéases (CLAP 1000 X : 8.25 mM de 

chymostatine, 1.05 μM de leupeptine, 0.38 μM d’aprotinine et 0.73 μM de 

pepstatine A ; Sigma-Aldrich). Le lysat nucléaire est brièvement soniqué et les 

débris sont éliminés par une centrifugation à basse vitesse (5 min à 300 x g à 

4°C). Le surnageant contenant les capsides nucléaires est ensuite filtré à  

0.45 μm avant d’être déposé sur un cousin de sucrose à 35% (w/w) et 

centrifugé pendant 1 heure à 100,000 x g à 4°C. Le culot contenant les 

capsides nucléaires est finalement resuspendu dans 100 µL de tampon MNT 

prétraité 10 min à 37°C à l’ADNase I (60 U/mL) et à l’ARNase A (25 µg/mL). Les 

échantillons sont conservés à -80°C. 
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Microscopie à fluorescence. 4 µL d’une dilution 1 : 200 du mélange homogène 

de capsides intranucléaires est incubé en présence d’une concentration finale 

de 1 µM de SYTO 13 (Invitrogen) pendant 30 min à 4°C. L’échantillon est 

ensuite déposé sur une lame de verre auquel est ajouté du Mowiol, puis 

recouvert d’une lamelle pour compléter le montage permettant ainsi 

l’observation au microscope à fluorescence. Un contrôle (SYTO 13 seul) est 

aussi préparé en remplaçant le mélange de capsides nucléaires par du MNT 

prétraité à l’ADNase I et à l’ARNase A. L’analyse des échantillons par 

microscopie à fluorescence est réalisée avec un microscope à fluorescence 

Axiophot (Zeiss) équipé d’un bloc de filtres et d’une caméra Retiga 1300  

(Q imaging). Les images sont acquises et analysées par le logiciel d’imagerie 

Northern Eclipse (Empix imaging) puis traitées et assemblées à l’aide du 

logiciel Photoshop CS5 (Adobe). 

 

Détection des billes par cytométrie en flux. Les billes utilisées pour cet essai 

sont des microsphères de polystyrène de 800 nm (Estapor), de 200 nm 

(Polysciences) et de 100 nm (Estapor) diluées 1 :1000. Les billes sont détectées 

selon les signaux FSC et SSC à l’aide d’un trieur BD FACSAria (BD Biosciences). 

Les données sont collectées et analysées avec le logiciel BD FACSDiva  

(BD Biosciences). 

 

Tri par cytométrie en flux. Une dilution 1 : 500 du mélange de capsides 

nucléaires marquées avec 1 µM de SYTO 13 est analysée et séparée 

arbitrairement en quatre populations (No DNA, Low DNA, High DNA et pop X) 

selon l’intensité de fluorescence du SYTO 13 et le signal SSC à l’aide d’un trieur 

BD FACSAria (BD Biosciences) équipé d’un laser à 488 nm. La fluorescence est 

enregistrée à l’aide d’un filtre passe-haut à 502 nm ainsi qu’un filtre passe-

bande 530/30 nm. Le tri est réalisé à basse pression (23 psi) et les capsides 
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sont conservées à 4°C durant tout le processus. Le logiciel BD FACSDiva (BD 

Biosciences) est utilisé pour l’analyse et le tri. Chaque population est 

finalement concentrée par centrifugation (1 heure à 100,000 x g à 4°C) sur un 

coussin de sucrose 35% (w/w). Le culot obtenu est resuspendu dans du MNT 

et conservé à -80°C. 

 

Microscopie électronique. La technique de coloration négative, telle que 

décrite précédemment (429), est utilisée pour caractériser les capsides 

nucléaires. Brièvement, une goutte (5 µL) de capsides nucléaires est déposée 

sur une grille cuivrée, préalablement recouverte de Formvar et carbonée 

(Canemco et Marivac). L’excès de liquide est éliminé avec un papier filtre, puis 

les échantillons sont contrastés à l’aide d’une solution de 2% d’acétate 

d’uranyle (Canemco et Marivac). Les grilles sont ensuite lavées à l’eau distillée 

et séchées à l’air sur un papier filtre. Les échantillons sont finalement observés 

à l’aide d’un microscope électronique à transmission Philips 300. La 

quantification est réalisée en comptant les différents types de capsides 

présentes dans plusieurs champs d’au moins trois expériences différentes. 

 

Détection de l’ADN viral par réaction de polymérase en chaîne (PCR). Pour 

évaluer la présence d’ADN viral dans les trois populations triées par FACS et 

contenant des capsides (No DNA, Low DNA et High DNA), un fragment de  

669 pb du gène UL20 a été amplifié par une méthode conventionnelle de PCR à 

l’aide d’amorces spécifiques à HSV-1. Les amorces utilisées sont 

atgaccatgcgggatgaccttc (amorce sens) et ttagaacgcgacgggtgcattc (amorce 

antisens). Les produits de PCR sont ensuite séparés par électrophorèse sur un 

gel d’agarose 1.5% coloré au bromure d’éthidium avant d’être exposés aux 

ultraviolets et photographiés. Le contrôle positif (HSV) utilisé correspond à  

100 ng d’ADN extrait de cellules infectées tandis que le contrôle négatif 
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(MOCK) contient 100 ng d’ADN extrait de cellules non infectées, tous deux 

amplifiés par PCR tel que décrit ci-dessus. 

 

Analyse par spectrométrie de masse. L’échantillon de capsides C isolées par 

FACS (20 µL à 1 µg/µL) est dilué dans 20 µL de tampon de Laemmli 2X  

(Bio-Rad), vortexé une heure et chauffé 5 minutes à 95°C puis centrifugé à 

17 000 x g pendant 5 minutes. L’échantillon est séparé par SDS-PAGE sur un 

mini-gel d’acrylamide de 2.4 cm à gradient (7 à 15%). Suite à l’électrophorèse, 

le gel est coloré au bleu de Coomassie (Sigma) puis soumis à une excision 

automatisée avec le robot ProXCISION Proteomics Gel Cutting (PerkinElmer) 

afin de générer sept bandes. Les protéines contenues dans ces bandes sont 

soumises à une décoloration, un traitement de réduction puis d’alkylation des 

cystéines avant de subir une digestion trypsique en gel en utilisant la station 

robotisée MassPrep (Micromass). Les peptides extraits sont ensuite injectés 

dans une colonne de dessalage Zorbax C18 (Agilent) puis 

chromatographiquement séparés sur une colonne capillaire Biobasic C18 

Integrafit (New Objective) à l’aide d’un système de nano chromatographie en 

phase liquide à haute performance (nano-HPLC) (1100 series unit ; Agilent). 

Les peptides élués sont ionisés par électronébulisation (électrospray) lors de 

leur sortie de la colonne et analysés à l’aide d’un spectromètre de masse Velos 

LTQ-OrbiTrap (Thermo Fisher). À partir des spectres de masse obtenus, les 

peptides et les protéines sont identifiés en utilisant les logiciels Mascot (Matrix 

Science) et X! Tandem qui effectuent leur recherche dans les bases de 

données complètes et non redondantes fournies par UniProt, soit les bases 

Human et Human Herpes simplex virus type 1 strain 17. Finalement, le logiciel 

Scaffold (Proteome Software Inc.) permet de valider les données 

protéomiques initiales. Les probabilités d’identification des peptides et des 

protéines sont calculées à partir de deux algorithmes statistiques, soit 

PeptideProphet et ProteinProphet (430, 431). Le seuil de probabilité pour 
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l’identification des peptides et des protéines a été fixé à 95% de façon 

empirique pour minimiser l’identification de faux-positifs. Toutes les protéines 

doivent avoir été identifiées par au moins deux peptides uniques. 
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Résultats 

 Détection de billes de différentes tailles par cytométrie en 

flux 

À l’heure actuelle, la principale technique de séparation et d’isolation 

des capsides nucléaires est la sédimentation sur gradient de densité tel que 

présentée dans l’article 2. Cependant, cette technique ne permet pas une 

grande pureté des trois types de capsides. En effet, par cette méthode, il a été 

estimé que les capsides C peuvent être contaminées à 29% par des capsides A 

et B (330). Ainsi, afin d’améliorer la séparation et surtout la pureté de chaque 

fraction de capsides nucléaires isolées, nous avons décidé d’utiliser une 

méthode plus innovatrice et plus précise, soit le tri par cytométrie en flux 

(FACS) (432, 433). Cependant, étant donné la petite taille des capsides 

(environ 100 nm) et la limite de détection théorique de l’appareil (environ  

500 nm), un premier test s’imposait pour vérifier la faisabilité d’un tel 

protocole. 

Au cours de ce test, nous avons vérifié si le FACS était capable de 

détecter des particules aussi petites que 100 nm en utilisant des billes de trois 

tailles différentes, soit 800 nm, 200 nm et 100 nm. Les résultats de cette 

expérience ont montré que le FACS avait la capacité de détecter les trois tailles 

de billes (Figure 15). En effet, pour les billes de 800 nm, on a détecté à la fois 

un signal FSC-A positif représentatif de la taille de la particule et des signaux 

SSC-A et Count positifs qui ont mis en évidence la détection de particules. Pour 

les billes de 200 nm et de 100 nm, on a observé un patron similaire dans la 

mesure où le signal FSC-A était quasiment nul tandis que les signaux SSC-A et 

Count étaient positifs. Les signaux SSC-A et Count ont confirmé la présence et 

la détection des particules par le FACS. Toutefois, l’absence de changement de 

position du pic sur l’axe FSC-A nous a révélé que cet appareil ne pouvait pas 
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différencier des particules de 200 nm de celles de 100 nm. Cette limitation 

technique n’a malgré tout affecté en rien la faisabilité de notre expérience 

puisque toutes les capsides nucléaires avaient une taille d’environ 100 nm. 

 

 
Figure 15 : Détection de billes par cytométrie en flux 
La cytométrie en flux a permis la détection de billes de 800 nm, de 200 nm et de 
100 nm. Dans les panneaux supérieurs, l’encadré 800 représente la zone de détection 
des particules de 800 nm tandis que l’encadré 200 représente la zone principale de 
détection des particules de 200 ou de 100 nm. L’axe FSC-A est représentatif de la taille 
des particules, l’axe SSC-A correspond à la granulosité de la particule et l’axe Count 
représente le nombre de particules détectées. 

 

 Marquage fluorescent de l’ADN viral 

Outre quelques protéines virales impliquées dans la maturation des 

capsides, l’une des principales caractéristiques qui différencie les trois types 

de capsides nucléaires (A, B et C) entre elles est leur contenu en ADN. De plus, 

puisqu’il n’existe pas de protéines virales distinctives impliquées dans la 

maturation, nous avons décidé d’utiliser un marquage fluorescent de l’ADN 

viral pour séparer les capsides C matures des deux autres types de capsides 

nucléaires, soit les capsides A qui ne contiennent pas d’ADN et les capsides B 

qui n’en contiennent pas ou peu. Pour ce faire, nous avons tout d’abord 
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procédé à l’isolation de noyaux de cellules infectées contenant les capsides 

nucléaires grâce à une technique mise au point au sein de notre laboratoire 

(428). Les noyaux ont ensuite été lysés et centrifugés pour se débarrasser des 

débris tout en conservant les capsides dans le surnageant. Puis, ce mélange de 

capsides intranucléaires a été filtré et concentré sur un coussin de sucrose 

avant d’être mis en présence d’un composé vert fluorescent, appelé SYTO 13, 

se liant à l’ADN (434). Afin de vérifier la spécificité du marquage entre le  

SYTO 13 et l’ADN viral, la microscopie à fluorescence a été utilisée. La 

visualisation de la fluorescence a clairement permis de mettre en évidence un 

marquage spécifique de l’ADN des capsides par le SYTO 13 (Figure 16). 

 

 
Figure 16 : Visualisation par microscopie à fluorescence du marquage de 
l’ADN viral à l’aide du SYTO 13 
En présence de SYTO 13 seul, on a observé quelques artefacts fluorescents de grande 
taille tandis qu’en présence des capsides marquées au SYTO 13, de nombreux petits 
points émettant de la fluorescence et représentant les capsides marquées ont été 
détectés. 

 

En effet, en présence de SYTO 13 seulement, on a observé des artefacts 

fluorescents de grande taille parfois aussi visibles dans l’échantillon contenant 

des capsides. Cependant, les capsides marquées au SYTO 13 ont révélées de 

nombreux petits points fluorescents, absents de l’échantillon de SYTO 13 seul, 

représentant les capsides marquées au SYTO 13. 
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 Détection, isolation et séparation des capsides nucléaires 

par FACS 

Étant donné la spécificité du marquage obtenu par épifluorescence, 

une première analyse par FACS a été effectuée (Figure 17). 

 

 
Figure 17 : Détection des capsides virales par cytométrie en flux 
Dans les panneaux supérieurs, l’encadré P5 représente la population analysée dans les 
panneaux inférieurs correspondants. La fluorescence émise par les capsides K26GFP et 
les capsides marquées au SYTO 13 a pu être détectée par cytométrie en flux. 

 

Au cours de cette analyse, on a comparé trois types de capsides 

nucléaires, soit des capsides seules ne contenant aucun marquage fluorescent, 

des capsides issues d’une infection par un virus mutant exprimant la protéine 

VP26 couplée à la GFP (K26GFP) et des capsides produites par un virus sauvage 

marquées au SYTO 13. Pour les trois types de capsides analysées, on a observé 

des signaux SSC-A et Count positifs démontrant ainsi la détection des capsides 

par le FACS. Les résultats obtenus ont aussi mis en évidence un signal GFP-A 

nul pour les capsides seules et positif pour les capsides K26GFP et celles 

marquées au SYTO 13. Puisque que le signal GFP-A représente l’intensité de la 

fluorescence, ceci a permis de démontrer que le FACS détectait de façon 
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spécifique le marquage vert fluorescent de la protéine VP26 des capsides 

K26GFP mais aussi celui de l’ADN des capsides marquées au SYTO 13. Puisque 

les capsides marquées au SYTO 13 ont aisément été détectées par cytométrie 

en flux, il nous faut maintenant vérifier la possibilité de discriminer les 

différents types de capsides nucléaires selon leur contenu en ADN. Pour ce 

faire, la distribution des capsides en fonction de l’intensité de leur 

fluorescence a été étudiée. Les résultats obtenus ont révélé un patron fort 

reproductible mettant en évidence quatre populations (Figure 18). 

 

 
Figure 18 : Distribution des capsides nucléaires selon leur intensité de 
fluorescence 
L’analyse des capsides nucléaires d’HSV-1 par cytométrie en flux a mis en évidence 
quatre populations principales : No DNA, Low DNA, High DNA et pop X.  
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La première population, nommée No DNA, représentait 4.4% des 

particules totales et n’émettait pas ou très peu de fluorescence (signal GFP 

nul). Ceci pourrait donc refléter des capsides A puisqu’elles ne contiennent pas 

d’ADN et ne peuvent donc pas être marquées par le SYTO 13 ou encore des 

débris et/ou des vésicules et/ou des L-particles. La deuxième population 

(57%), désignée Low DNA, a émis un signal intermédiaire de GFP allant de 102 

à 104 et reflétant probablement une quantité plus ou moins abondante d’ADN. 

Ceci correspondrait alors plutôt aux capsides B qui peuvent contenir une faible 

quantité d’ADN et/ou à des capsides C en train d’incorporer leur ADN. La 

troisième population (3.3%), définie comme pop X, ressemblait à la 

précédente dans la mesure où elle contenait une quantité intermédiaire 

d’ADN mais un signal SSC-A plus élevé. De plus, le nombre de particules 

détectées était très faible. Cette population pourrait donc correspondre à des 

agrégats, des vésicules ou encore des débris. La quatrième et dernière 

population, désignée High DNA, représentait 35.3% des particules détectées et 

a démontré un fort signal GFP (>104) caractéristique d’une grande quantité 

d’ADN. Cette population serait possiblement attribuable à la présence de 

capsides C. Afin de mieux caractériser les différentes populations identifiées 

par FACS, un tri a été effectué pour séparer les quatre populations 

mentionnées précédemment (No DNA, Low DNA, High DNA et pop X) et une 

analyse par EM et par PCR ont été réalisées. 

 

 Analyse EM, PCR et quantification des capsides C 

Dans un premier temps, afin de faire un parallèle entre le pourcentage 

de particules présentes dans chacune des populations identifiées par FACS et 

la proportion de capsides A, B et C dans le mélange homogène de capsides 

intranucléaires injecté dans le FACS, une quantification des différents types de 

capsides a été effectuée par EM. Lors de cette quantification du mélange de 
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capsides intranucléaires (n = 377), on s’est aperçu qu’il contenait 11% de 

capsides A, 56% de capsides B et 33% de capsides C (Tableau 2). Ainsi, le 

pourcentage de capsides A pourrait être attribué à la population No DNA 

(4.4%) ou pop X (3.3%). Les pourcentages obtenus pour les capsides B (56%) et 

C (33%) étaient, quant à eux, très similaires à ceux des populations Low DNA 

(57%) et High DNA (35.3%) respectivement identifiées par FACS. Ces résultats 

ont donc appuyé nos hypothèses, soit que les capsides B pourraient 

correspondre à la population Low DNA et les capsides C à celle nommée High 

DNA. 

 

Tableau 2 : Quantification des capsides nucléaires 

 

 

Dans un deuxième temps, les différentes populations triées par FACS 

ont été examinées par coloration négative au microscope électronique  

(Figure 19). La population No DNA contenait peu de capsides et celles-ci 

ressemblaient à celle présentée dans la Figure 19A. On a ainsi observé que le 

cœur de la capside était blanc et ne contenait donc pas d’ADN, caractéristique 

des capsides A. La population Low DNA contenait un plus grand nombre de 

capsides que la population précédente et la majorité d’entre elles avaient le 

centre de la capside grisé, ce qui reflèterait une incorporation partielle de 

l’ADN, soit des capsides B et/ou des capsides C en cours de formation  

(Figure 19B). La population High DNA contenait, quant à elle, de nombreuses 

capsides et la majorité d’entre elles possédaient un cœur d’ADN très dense 

aux électrons (Figure 19C). Cette caractéristique correspondrait aux capsides C 
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matures. Finalement, la population pop X ne contenait que de rares capsides 

pour la plupart aberrantes, atypiques ou endommagées (et donc non 

photogéniques) ainsi que des débris. Cette population ne semblerait donc pas 

correspondre à l’un des types de capsides nucléaires mais plutôt à des débris, 

des agrégats ou à des artefacts plus ou moins fluorescents ressemblant à ceux 

parfois observés au microscope à fluorescence même en l’absence de capside 

(voir Figure 16). 

 

 
Figure 19 : Visualisation par coloration négative au microscope électronique 
des populations No DNA, Low DNA et High DNA obtenues par FACS 
A – Capside issue de la population No DNA. B – Capside issue de la population Low 
DNA. C – Capside issue de la population High DNA. Les barres représentent 50nm. 
 

Pour valider les résultats observés par EM, les trois principales 

populations contenant des capsides (No DNA, Low DNA et High DNA) ont aussi 

été analysées par PCR afin de vérifier de façon semi-quantitative la présence 

d’ADN viral (Figure 20). Puisque le volume et le contenu en protéines 

différaient pour chacune des populations récoltées par FACS, une 

amplification par PCR du gène viral UL20 a été effectuée sur différents volumes 

(1 et 5 µL) et sur différentes quantités de protéines (0.25 et 1.25 µg) pour ces 

trois populations. Cette analyse a clairement montré que, quelque soit le 

volume ou la quantité de protéines utilisé, la population No DNA ne contenait 

pas d’ADN ou trop peu pour être amplifié ce qui confirmerait sa 

correspondance avec les capsides A. Au contraire, la population High DNA 
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présentait un signal croissant qui corrélerait avec une augmentation du 

volume ou de la quantité de protéines confirmant ainsi la présence d’ADN 

dans cette population. L’analyse par EM et par PCR tendraient donc à associer 

les capsides C avec la population High DNA. Pour la population Low DNA, le 

produit de PCR est détecté avec 5 µL (0.2 µg) et 0.25 µg (6.3 µL) mais pas avec 

1 µL (0.04 µg) et 1.25 µg (31.5 µL). Il semblerait que 1 µL de cette population 

soit insuffisant pour détecter de l’ADN. Par contre, avec 1.25 µg (31.25µL), on 

s’attendait à détecter de l’ADN puisque l’on en a détecté à 0.25 µg (6.3µL). 

Cette absence de signal est probablement due à la présence d’une trop grande 

proportion du volume de la population (31.5 µL) par rapport au volume final 

du PCR (50 µL) causant une inhibition de la réaction. La population Low DNA 

contenait de l’ADN mais cette technique semi-quantitative ne nous a pas 

permis d’affirmer si elle en contenait plus ou moins que la population High 

DNA. Les résultats du PCR jumelés aux caractéristiques observées par EM 

suggèreraient donc l’association de la population Low DNA aux capsides B. 

 

 
Figure 20 : Analyse par PCR des populations No DNA, Low DNA et High DNA 
obtenues par FACS 
La population No DNA ne contient pas d’ADN contrairement aux populations Low DNA 
et High DNA. Les étoiles rouges indiquent la présence d’une bande d’intensité plus ou 
moins forte dans le puits désigné. 

 

La population High DNA, représentant les capsides C, a aussi été 

quantifiée par EM afin de vérifier l’enrichissement et la pureté de cet 
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échantillon qui sera analysé subséquemment par protéomique. Lors de la 

quantification de cet échantillon (n=167), on a constaté qu’il est constitué à 

94% de capsides C, à 2% de capsides A et à 4% de capsides B, soit une 

contamination par les capsides A et B de seulement 6%. Ce résultat, bien 

inférieur à celui obtenu lors de la séparation des capsides C par gradient de 

densité (29%) (330), confirmerait l’efficacité de notre approche par cytométrie 

en flux quant au développement d’un protocole innovateur permettant la 

séparation et l’isolation des capsides C nucléaires ainsi que la possibilité 

d’analyser cet échantillon par spectrométrie de masse étant donné sa pureté. 

 Protéomique des capsides C obtenues par FACS 

Au cours de cette analyse préliminaire par protéomique, seules les 

capsides C ont été analysées et ce, pour trois raisons principales :  

1 - une quantité suffisante de capsides et donc de protéines a pu être 

récupérée (>20 µg) contrairement aux capsides A ; 

2 - le profil obtenu par FACS était clair puisqu’on se concentrait sur un 

haut signal GFP (> 104) contrairement aux capsides B pour lesquelles le signal 

GFP couvrait une large gamme d’intensité de fluorescence ; 

3 - les capsides C nucléaires sont les prémices des virus matures 

précédemment analysés par MS/MS (voir article 1). 

 

L’analyse protéomique préliminaire des nucléocapsides C obtenues par 

FACS nous a révélé la présence de 28 protéines virales (Tableau 3). 
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Tableau 3 : Protéines virales détectées par MS/MS 
dans les capsides C nucléaires d’HSV-1 
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Tableau 3 (suite) : Protéines virales détectées par MS/MS 
dans les capsides C nucléaires d’HSV-1 
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En s’attardant tout d’abord aux composantes de la capside, on s’est 

aperçu qu’à l’exception d’UL6 et d’UL17, toutes les protéines qui constituaient 

la capside mature (VP5, VP19C, VP23, VP24, VP26 et UL25) ont été détectées 

par spectrométrie de masse. De plus, tel qu’attendu, les protéines formant le 

complexe de la terminase (UL15, UL28 et UL33) ainsi que les protéines 

d’échafaudage VP21 et VP22a, toutes relâchées lors de la maturation des 

capsides, étaient absentes de notre échantillon. 

En ce qui a trait aux protéines du tégument, la protéomique nous a 

permis d’identifier 13 protéines. Parmi ces protéines, on a retrouvé ICP4, UL21, 

UL23, UL31, UL37, UL41, UL46, UL47, UL48, UL49, UL50, UL51 et US2. À 

l’exception d’UL31, toutes ces protéines sont présentes dans les virus 

extracellulaires. Toutefois, on sait qu’UL31 est une protéine temporaire 

nécessaire à l’enveloppement primaire (212, 353, 435). Ceci confirmerait donc 

son ajout au noyau. 

Puisque les capsides C nucléaires sont dépourvues d’enveloppe, on ne 

s’attendrait donc pas à détecter des protéines associées à l’enveloppe dans 

notre échantillon. Cependant, cinq de ces protéines ont clairement été 

décelées, soit UL34, UL45 ainsi que les glycoprotéines gD, gE et gI. La présence 

de ces protéines membranaires dans notre échantillon pourrait être due à une 

contamination par les membranes nucléaires et/ou par celles des différentes 

organelles de la cellule. 

Parmi les autres protéines virales décelées au cours de cette analyse 

protéomique, on a retrouvé quatre protéines : UL12, UL39 (ICP6), UL42 et US1 

(ICP22). La présence de ces protéines porrait être fortuite ou tout du moins 

temporaire ou encore tout simplement être des contaminants car aucune 

d’entre elles n’est incorporée dans les virus extracellulaires. 

Les protéines cellulaires ont aussi été analysées durant cette étude 

protéomique et 39 protéines potentiellement associées aux capsides C 

nucléaires ont été détectées (Tableau 4). 
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Tableau 4 : Protéines cellulaires détectées par MS/MS 
dans les capsides C nucléaires d’HSV-1 

 
 

Parmi ces protéines, on a identifié 6 protéines associées à l’expression 

et à la régulation protéique, 3 protéines du cytosquelette, 5 protéines 

impliquées dans des fonctions mitochondriales, 5 protéines associées à 

l’expression et la régulation génique, une protéine impliquée dans le transport 

vésiculaire et 8 autres protéines ayant des fonctions variées, en excluant les 

contaminants évidents soit les 9 cytokératines, la trypsine et l’albumine de 

sérum (Figure 21). 
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Figure 21 : Abondance et classification fonctionnelle des protéines cellulaires 
identifiées par MS/MS dans les capsides C nucléaires d’HSV-1 
Noter que les contaminants évidents, soit les cytokératines, la trypsine et l’albumine 
de sérum ont été exclus de ce graphique pour une meilleure représentation des 
différentes catégories fonctionnelles des protéines cellulaires identifiées dans les 
capsides C nucléaires d’HSV-1. 
 

Ces résultats ne sont que la pointe de l’iceberg et une analyse 

approfondie devra être effectuée. Pour ce faire, des améliorations qui seront 

abordées dans la discussion devront être apportées pour favoriser la détection 

des protéines cellulaires potentiellement impliquées dans la morphogenèse 

d’HSV-1.  
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Discussion 

Les capsides matures nouvellement formées dans le noyau acquièrent 

leur tégument à partir de trois compartiments cellulaires principaux : le noyau, 

le cytoplasme et le TGN. Toutefois, la séquence exacte d’addition et le site 

d’acquisition des différentes protéines qui composent le tégument demeurent 

encore mal définis. Ainsi, dans le but de mieux comprendre ces complexes 

processus, une analyse protéomique préliminaire des capsides C nucléaires a 

été réalisée. 

 

 Validation de la méthode expérimentale 

Comme toute étude protéomique, la pureté de l’échantillon est d’une 

grande importance étant donné la sensibilité de la méthode. Or, actuellement, 

la principale méthode utilisée pour séparer et isoler les différents types de 

capsides nucléaires est la sédimentation par gradient de densité. Cette 

méthode ne permet toutefois pas d’obtenir une préparation de qualité 

puisque chaque type de capsides est contaminé par un autre (330). Afin 

d’obtenir une préparation de capsides C purifiées pouvant être analysée par 

spectrométrie de masse, une méthode innovatrice basée sur l’utilisation de la 

cytométrie en flux a été développée. Cette méthode consiste à marquer l’ADN 

viral grâce à un composé vert fluorescent, appelé SYTO 13. Les capsides C qui 

contiennent une grande quantité d’ADN, dorénavant fluorescent, peuvent 

alors être sélectionnées par un tri en cytométrie de flux. Les résultats 

présentés dans cette section ont démontré que la cytométrie en flux est une 

technique qui permet la détection de particules aussi petites que les capsides 

(Figure 15). De plus, lorsque couplé à un marquage fluorescent de l’ADN, le 

FACS peut alors séparer les capsides A, B et C les unes des autres (Figure 18). 

L’analyse par EM et par PCR appuient ces résultats dans la mesure où chaque 
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type de capside a la morphologie attendue (Figure 19) et que la présence 

d’ADN reflète le type de capside obtenu (Figure 20). Toutefois, étant donné le 

caractère avant-gardiste de cette méthode de séparation des capsides 

nucléaires, il serait intéressant de comparer la distribution des capsides isolées 

via un gradient de densité et marquées au SYTO 13 au patron obtenu lors de 

cette expérience (Figure 18) afin de vérifier si les profils corrèlent entre eux. 

L’utilisation du FACS dans la séparation et la purification des capsides 

nucléaires s’avère toutefois une méthode fort prometteuse au vue des 

résultats obtenus. 

 

 Capsides nucléaires et virus extracellulaires 

La caractérisation du contenu protéique global des capsides C et sa 

comparaison avec la composition des virus extracellulaires sont primordiales 

pour une meilleure compréhension du processus d’acquisition du tégument. 

En comparant les résultats obtenus dans l’article 1 à ceux exposés dans cette 

partie, de nouvelles informations concernant la morphogenèse du virus 

deviennent alors disponibles. 

Premièrement, parmi les protéines de la capside, on a pu constater 

qu’à l’exception d’UL6 et d’UL17, les protéines majeures sont présentes dans 

les capsides C nucléaires et dans les virions matures. Le nombre de protéines 

composant la capside ainsi que le nombre de peptides qui lui sont associés 

sont similaires à ceux obtenus lors de l’analyse des virus extracellulaires 

(Figure 22). L’absence d’UL6 et d’UL17 au sein des capsides nucléaires peut 

s’expliquer, d’une part, par leur faible proportion (seulement 12 et 20 copies 

respectivement par capside) et, d’autre part, par une détection plus difficile de 

ces protéines par MS/MS (91). Néanmoins, étant donnée la présence de la 

majorité des autres protéines de la capside, on peut difficilement douter de 
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l’absence d’UL6 et d’UL17. Une validation orthogonale par Western blot devra 

être effectuée pour confirmer leur présence. 

 

 
Figure 22 : Abondance des protéines et des peptides viraux identifiés par 
MS/MS dans les capsides C nucléaires et les virus extracellulaires d’HSV-1 
 

Deuxièmement, les protéines du tégument ajoutées au noyau forment 

le tégument primaire et celui-ci n’a encore jamais été caractérisé. Ainsi,  

13 protéines ont été identifiées en tant tégument primaire parmi les  

23 protéines du tégument présentes dans les virus extracellulaires (Figure 22). 

Cela laisse donc sous-entendre qu’un ajout subséquent de tégument sera 

nécessaire afin d’obtenir un virus extracellulaire mature. Il est aussi possible 

que certaines protéines soient perdues lors du passage à travers les 

membranes nucléaires, comme c’est le cas pour UL31 qui est absente des virus 

extracellulaires, et que d’autres soient acquises de nouveau plus tardivement 

au cours de l’infection. 



146 

 

La détection d’ICP4 a confirmé les résultats des articles 1 et 2 quant à la 

présence intrinsèque de cette protéine dans les virus matures et les capsides 

nucléaires ainsi que son incorporation, au moins en partie, au noyau. 

Cependant, l’absence d’ICP0 semble être en opposition avec les précédents 

résultats. Une validation orthogonale par Western blot devra être effectuée 

pour vérifier ce résultat et ainsi confirmer s’il n’est pas simplement dû à une 

limitation technique puisqu’aucun peptide n’est détecté. Cette analyse 

protéomique devra aussi bien entendu être répétée. 

La présence de la protéine UL37 réitère la possibilité que celle-ci soit 

acquise en partie au noyau (436). Toutefois, sa partenaire UL36 n’a pu être 

détectée (437). L’association de ces deux protéines aux capsides nucléaires ne 

fait toutefois pas encore l’unanimité, d’autres résultats devront donc être 

apportés pour clarifier la controverse entourant ces deux protéines (219, 436, 

438-441). 

Les quatre protéines UL46 (VP11/12), UL47 (VP13/14), UL48 (VP16) et 

UL49 (VP22), précédemment identifiées sur les virus extracellulaires (voir 

article 1), ont aussi été détectées sur les capsides nucléaires. Ce large 

complexe de protéines co-interagissant via UL48 (VP16) semble donc être 

acquis, au moins en partie, au noyau (220, 442, 443). De plus, ces résultats 

appuient d’autres études qui démontrent la présence d’UL48 (VP16) et d’UL49 

(VP22) sur les virions périnucléaires et donc la nécessité que ces protéines 

soient acquises au noyau (359, 444). 

Les protéines UL23 et UL50, adressées dans l’article 2, ont été 

identifiées par protéomique dans l’échantillon de capsides nucléaires. En ce 

qui concerne UL23, même si l’article 2 démontre que cette protéine n’est pas 

fortement liée à la capside, il n’empêche que son acquisition peut avoir lieu 

précocement au cours de l’infection. Pour la protéine UL50, malgré qu’une 

étude approfondie n’ait pu être réalisée dans l’article 2 étant donné l’absence 

d’anticorps dirigé contre cette protéine, la présence d’UL50 sur les capsides 
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nucléaires constituerait une preuve de son incorporation précoce au cours du 

cycle viral. 

Les protéines UL21, UL41 (vhs), UL51 et US2 ont aussi été détectées sur 

les capsides nucléaires. Leur présence sur ces capsides n’a toutefois jamais été 

rapportée auparavant. Ceci met donc en évidence l’éventuelle acquisition de 

ces protéines au noyau. 

Les protéines UL12, UL39 (ICP6), UL42 et US1 (ICP22), probablement 

incorporées dans le tégument, ont aussi été révélée lors de notre analyse 

protéomique. Leur présence semble néanmoins temporaire puisqu’aucune de 

ces protéines n’a été détectée dans les virus extracellulaires. La présence de 

ces protéines peut aussi refléter leur rôle dans la morphogenèse du virus au 

noyau. Même si la plupart de ces protéines sont associées à la machinerie de 

réplication virale, elles pourraient aussi être impliquées dans une étape 

précoce de la migration du virus, soit lors du transport et du ciblage des 

capsides au site de bourgeonnement avec la MNI ou lors de la sortie des 

capsides du noyau via leur passage à travers les membranes nucléaires. On ne 

peut toutefois pas exclure le fait que ces protéines puissent aussi être tout 

simplement des contaminants. 

 

Troisièmement, plusieurs peptides associés aux protéines de 

l’enveloppe (UL34, UL45, gD, gE et gI) ont aussi été détectés dans notre 

préparation de capsides nucléaires. Cette observation est surprenante dans la 

mesure où les capsides nucléaires sont dénuées d’enveloppe. Aucune protéine 

n’aurait donc dû être identifiée dans cette catégorie. Tel que mentionné 

précédemment et étant donné la présence de plusieurs protéines de 

l’enveloppe, il semblerait qu’il y ait une contamination de notre échantillon 

par des membranes nucléaires et/ou des membranes d’autres organelles 

cellulaires. En ce qui concerne les membranes nucléaires, il est en effet très 

probable que lors de la purification, certaines capsides interagissent déjà avec 
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les protéines ancrées à la MNI entraînant ainsi une copurification des capsides 

et des protéines de la MNI. Pour minimiser cet effet et dissocier les capsides 

des protéines de la MNI, les particules virales obtenues après le tri par FACS 

pourraient être traitées avec du détergent et, si cela n’est pas suffisant, 

différentes concentrations de sels pourraient également être ajoutées au 

détergent. En ce qui concerne une potentielle contamination via les 

membranes des différents compartiments cellulaires (RE, Golgi, TGN, MP, 

etc.), une étude approfondie de la pureté de notre échantillon par Western 

blot à l’aide d’anticorps dirigés contre des protéines transmembranaires de 

ces organelles devrait être effectuée pour déterminer la source de cette 

contamination et ainsi s’en débarrasser adéquatement. 

 Protéines cellulaires 

D’après les résultats préliminaires obtenus, on a pu constater que 

plusieurs protéines cellulaires extrêmement abondantes, telles que les 

cytokératines, peuvent camoufler d’autres protéines ayant une réelle 

implication dans la morphogenèse du virus. Pour favoriser la détection de ces 

protéines et se débarrasser des protéines potentiellement contaminantes, 

plusieurs modifications au protocole peuvent être apportées. Par exemple, la 

présence de l’albumine de sérum révèle une probable contamination par le 

milieu de culture utilisé. Tout comme pour les virus extracellulaires, un milieu 

de culture exempt de sérum devra être utilisé au cours de l’infection des 

cellules. Finalement, la présence de plusieurs protéines associées à des 

fonctions mitochondriales a clairement démontré la présence d’une 

contamination extranucléaire. Ainsi, l’application du même protocole à des 

cellules non infectées suivies de leur analyse par protéomique pourrait aussi 

nous permettre de comparer les échantillons et de vérifier la spécificité de la 

présence des différentes protéines cellulaires identifiées. 
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En résumé, cette section de résultats supplémentaires a dévoilé une 

méthode innovatrice de séparation et de purification des capsides C nucléaires 

par FACS. Grâce à ce protocole, ces capsides ont pu être analysées par 

spectrométrie de masse et ainsi, une première ébauche de la composition 

protéique des capsides C nucléaires a été dressée et comparée à celle des 

virus extracellulaires (Figure 23).  

 

 
Figure 23 : Comparaison de la composition en protéines virales des capsides 
C nucléaires avec celle des virions matures d’HSV-1 
Les protéines colorées en turquoise correspondent aux protéines uniques des capsides 
C nucléaires, celles en mauve aux protéines uniques aux virus extracellulaires et celles 
en noires sont communes aux deux intermédiaires viraux. Noter aussi que les 
protéines de l’enveloppe détectées pour les capsides nucléaires sont associées à la 
MNI pour faciliter la figure, toutefois celles-ci pourraient provenir d’un autre 
compartiment tel que discuté précédemment. 

 

Cette analyse a révélé la présence de 28 protéines virales dont  

6 protéines de la capside, 17 protéines associées au tégument et 5 protéines 
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associées à l’enveloppe. Toutes ces données nous ont fourni de nombreuses 

informations quant à l’acquisition du tégument au noyau et à l’implication 

potentielle des protéines virales dans l’enveloppement primaire des capsides à 

la MNI. Même si plusieurs améliorations au protocole de purification doivent 

être apportées et que quelques vérifications doivent être faites pour confirmer 

certaines protéines, il n’en demeure pas moins que ces résultats sont 

encourageants et nous amène tout droit vers la publication d’une cartographie 

protéique complète des capsides C nucléaires. 



 

 

DISCUSSION GÉNÉRALE 

Contribution à l’avancement des connaissances 

Au cours des siècles, les différentes familles de virus ont développé un 

large éventail de stratégies pour permettre l’infection des cellules hôtes grâce 

à l’utilisation de la machinerie cellulaire. L’étude du processus, plutôt 

complexe, du transport intracellulaire et de la maturation des particules 

virales, notamment celles d’HSV-1, fait l’objet d’une intense recherche depuis 

plusieurs décennies. Malgré les connaissances actuelles et les efforts de 

recherche, les mécanismes moléculaires sous-jacents à la maturation des 

capsides et à leur translocation du noyau jusqu’à la MP demeurent encore 

obscurs. Ce projet de recherche, qui allie la biologie cellulaire, la virologie et la 

protéomique, a permis d’accumuler des données qui contribuent à 

l’avancement des connaissances concernant la morphogenèse et la migration 

d’HSV-1 du noyau jusqu’à la MP. 

 

 Analyse protéomique des virus extracellulaires 

Connaître la composition protéique globale d’HSV-1 est un important 

pré-requis pour une étude fonctionnelle des protéines qui le composent afin 

de déterminer leur rôle durant l’infection. L’essor de la protéomique permet 

désormais de caractériser très rapidement les protéines d’un échantillon 

complexe tel qu’une particule virale. Plusieurs virus de la famille des 

Herpesviridae ont d’ailleurs été caractérisés par cette méthode dont HCMV, 

MCMV, EBV, KSHV, RRV, MHV68, AIHV-1 et PRV (411-420). L’article 1 de cette 

thèse constitue toutefois la première analyse protéomique des virus matures 

d’HSV-1. Cette étude a contribué à l’élaboration d’un protocole permettant 

d’obtenir des virus extracellulaires hautement purifiés et à la réalisation d’une 
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cartographie de la composition protéique globale des virus extracellulaires 

d’HSV-1. Cette cartographie a d’ailleurs fait la page couverture de Journal of 

Virology en octobre 2008. Parmi les protéines virales identifiées, plusieurs sont 

communes à différents Herpesviridae. Ainsi, HSV-1 possède 36 protéines 

communes à PRV, 26 à HCMV, 18 à EBV et 11 à KSHV (415, 417, 419, 420). Ces 

résultats sont consistants avec le fait que les deux Alphaherpesvirinae (HSV-1 

et PRV) partagent un degré de similarité plus élevé dans les différentes étapes 

de leur cycle viral contrairement à HCMV, un Betaherpesvirinae, ou à EBV et 

KSHV, deux Gammaherpesvirinae. En plus de cette percée dans l’identification 

des protéines virales qui composent HSV-1, les résultats mettent en évidence 

l’incorporation de protéines cellulaires dans les virus matures. L’incorporation 

de protéines cellulaires n’est pas spécifique à HSV-1 puisqu’elle a été observée 

aussi sur plusieurs autres virus enveloppés dont le VIH, le virus de la vaccine, le 

virus influenza et le virus de la stomatite vésiculaire (424, 445-448). Les 

protéines de l’hôte détectées par spectrométrie de masse peuvent être 

acquise de façon très spécifique et s’avérer cruciale pour certaines étapes du 

cycle viral mais ces protéines peuvent aussi se lier de façon non spécifique aux 

virus pendant la purification ou encore même pendant son transport dans la 

cellule. Notre analyse actuelle ne permet pas d’ailleurs de lever le voile sur la 

spécificité de l’incorporation. Cependant, il est, à mon avis, raisonnable de 

penser que toutes ces protéines ne sont pas des contaminants liés de façon 

non spécifique aux virus puisque plusieurs de ces protéines cellulaires ont 

aussi été identifiées sur d’autres Herpesviridae en utilisant des méthodes de 

purification et d’analyse différentes. Parmi ces protéines communes, on 

retrouve la famille des protéines 14-3-3, les annexines, la caséine kinase, 

l’actine, la cofiline, la cyclophiline, les facteurs d’initiation de la traduction, les 

chaperonnes,  la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH), l’ARN 

hélicase ATP-dépendante (DDX3X) ainsi que de nombreuses petites GTPases 

telles que les Rab et les Arf. Il est toutefois aussi possible que le virus 
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incorpore de façon spécifique ou non des protéines telles que celles de la 

machinerie du transport vésiculaire durant son périple dans la cellule. La 

découverte de ces protéines virales et cellulaires est tout de même d’un grand 

intérêt puisque cela fournit de nombreuses pistes sur les facteurs viraux et 

cellulaires qui pourraient potentiellement être impliqués dans le processus de 

migration d’HSV-1 à travers la cellule. 

 

 Analyse biochimique des nouvelles composantes virales 

d’HSV-1 

L’article 2 est une suite logique du premier article car il permet 

d’analyser biochimiquement la localisation et la liaison des nouvelles 

composantes virales, identifiées lors de l’analyse protéomique, aux différentes 

structures du virus. Parmi les composantes analysées, on retrouve ICP0, ICP4, 

UL7 et UL23. Les données recueillies démontrent que ces protéines ont des 

caractéristiques biochimiques différentes. D’une part, UL7 et UL23 sont des 

composantes du tégument extractibles par les sels. De plus, les cystéines libres 

jouent un rôle dans la relâche de ces protéines tégumentaires. D’autre part, 

ICP0 et ICP4 sont, quant à elles, des composantes du tégument qui demeurent 

fortement associées à la capside même en présence de sels. De plus, cette 

interaction n’implique pas les cystéines libres. Même si ces protéines ont été 

définies comme étant des composantes mineures des virus (449-453), leur 

faible quantité (nombre de copies par virus) n’est pas nécessairement 

contradictoire avec une forte association (résistance aux sels) et ne reflète pas 

non plus une variabilité inhérente à l’approche puisque les résultats sont 

reproductibles qualitativement et quantitativement. L’analyse approfondie de 

cette étroite association avec la capside a ainsi révélé pour la première fois la 

présence de ces protéines sur les capsides intranucléaires suggérant un 

recrutement partiel d’ICP0 et d’ICP4 à un stade précoce de la migration  
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d’HSV-1. Toutes ces données fournissent une analyse plus détaillée des 

composantes virales d’HSV-1 tout en révélant les interactions présentes entre 

les différentes composantes du virus, soit la capside, le tégument et 

l’enveloppe ainsi que l’implication des cystéines libres dans la dynamique du 

tégument. L’étude de ces interactions et de la dynamique du tégument est 

primordiale pour une meilleure compréhension du cycle viral d’HSV-1 puisque 

le tégument passe par plusieurs étapes de dissociation/association depuis son 

entrée dans la cellule jusqu’à sa sortie. Les résultats exposés dans cet article 

apportent aussi de nouvelles preuves pour clarifier la controverse qui 

entourent les protéines ICP0 et ICP4 en confirmant leur présence dans les 

particules virales extracellulaires et en démontrant leur acquisition, au moins 

en partie, au noyau. 

 

 Analyse protéomique préliminaire des capsides C 

nucléaires 

La mise en évidence de protéines du tégument acquises au noyau telles 

qu’ICP0 et ICP4 a clairement influencé la suite de nos recherches. Ainsi, dans le 

but d’éclaircir le processus de tégumentation, c’est-à-dire d’identifier les 

premiers téguments ajoutés sur les capsides nouvellement formées dans le 

noyau, une analyse protéomique préliminaire des capsides C nucléaires a été 

effectuée. Les résultats supplémentaires de cette thèse décrivent l’élaboration 

d’une méthode avant-gardiste d’isolation et de purification des capsides C 

nucléaires basée sur l’utilisation du tri par cytométrie en flux et sur l’analyse 

préliminaire de ces capsides par spectrométrie de masse. Cette étude 

démontre l’ajout sur les capsides nucléaires de nombreuses protéines virales 

tégumentaires dont plusieurs sont incorporées dans les virus matures. Ces 

observations contribuent à clarifier le processus d’acquisition du tégument et 

fournissent de l’information quant aux protéines virales et/ou cellulaires qui 
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pourraient jouer un rôle clef dans le processus d’enveloppement primaire à la 

MNI ainsi que dans la voie alternative de transport intracellulaire empruntée 

par HSV-1 via les membranes nucléaires. 

 

Perspectives de recherche 

 

 Protéomes des différents intermédiaires viraux d’HSV-1 

L’analyse protéomique des virus extracellulaires et des capsides C 

nucléaires maintenant effectuée, il serait fort intéressant de déterminer la 

composition protéique des différents intermédiaires du virus (capsides 

cytoplasmiques lors de l’entrée, capsides associées aux pores nucléaires, 

capsides intranucléaires A et B, virus périnucléaires, capsides cytoplasmiques 

relâchées par le noyau, virus associés au TGN, virus enveloppés post-TGN) et 

de les comparer les unes aux autres afin d’obtenir le protéome complet du 

virus tout au long de sa migration et de sa maturation. 

 

 Étude des interactions et de la dynamique du tégument 

La caractérisation des liaisons entre les différentes structures du virion 

est essentielle pour mieux comprendre le processus d’acquisition du 

tégument. Diverses études protéomiques et biochimiques par Western blot 

pourraient être effectuées afin d’analyser le contenu protéique de différents 

intermédiaires viraux en présence de concentrations croissantes de sels, de 

tampons à différents pH et/ou de composés chimiques tels que le NEM et/ou 

le DTT pour étudier plus en détails les interactions capside-tégument, 

tégument-tégument et tégument-enveloppe. Via l’étude des différents 

intermédiaires viraux, on pourrait aussi mieux définir l’association du 
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tégument, en déterminant si les protéines ajoutées sur les capsides nucléaires 

le sont de façon transitoire ou si elles demeureront présentes tout au long du 

cycle viral. Dans le même ordre d’idée, il serait bon de savoir s’il existe 

plusieurs lieux d’addition d’une même protéine car cela pourrait suggérer 

qu’une protéine joue un (ou plusieurs) rôle(s) selon le compartiment cellulaire 

où elle se trouve. Le but ultime serait d’établir l’interactome qui relie toutes 

ces protéines virales. 

 

 Rôle du tégument dans la sortie nucléaire d’HSV-1 

L’analyse protéomique préliminaire des capsides C nucléaires a permis 

d’identifier plusieurs protéines formant le tégument primaire de ces 

nucléocapsides matures. Toutefois, l’implication de ces protéines ainsi que 

leur rôle respectif n’a pas encore été élucidé. Plusieurs interrogations sont 

encore à résoudre afin de relier, s’il y a lieu, ces protéines identifiées sur les 

capsides C et leur implication active dans les mécanismes utilisés par HSV-1 

pour sortir du noyau. Différents mutants de délétion des protéines UL31, UL34 

et US3 ont d’ailleurs été très étudiés pour observer l’effet de ces protéines sur 

le processus de transport du virus à travers les membranes nucléaires (332, 

353, 368-370, 454, 455). En effet, tandis que les mutants de délétion d’UL31 et 

d’UL34 entraînent une accumulation nucléaire des capsides et une diminution 

de la production de virus, l’absence d’US3 mène plutôt à défaut dans l’étape 

de fusion avec la MNE et à l’accumulation de virus périnucléaires. De récentes 

observations sur PRV ont aussi mis en évidence, grâce à la sélection de virus 

infectieux ne contenant pas UL34, que les protéines du tégument peuvent 

jouer des rôles encore méconnus (456). En effet, ces virus sélectionnés ont 

alors la capacité de contourner les étapes d’enveloppement et de  

dé-enveloppement au noyau en dégradant les membranes nucléaires. 

Toutefois, cela se fait au détriment d’un nouveau rôle attribué au tégument, 
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soit la discrimination entre les capsides nucléaires matures et immatures ainsi 

que leur sélection en vue de leur translocation dans le cytoplasme pour 

effectuer leur future maturation. Ces observations sur les nouveaux rôles 

possibles des protéines du tégument dans la sortie nucléaire démontrent 

l’importance de connaître les protéines virales et cellulaires qui composent le 

tégument primaire afin comprendre la capacité d’HSV-1 à modifier le noyau de 

la cellule hôte à son avantage. 

 

 Effet de l’infection sur le protéome cellulaire 

Un autre aspect important à étudier est l’analyse des changements 

induits par le virus sur le protéome cellulaire. En effet, en réponse à l’infection, 

la cellule hôte initie une panoplie de mécanismes de défense pour empêcher 

l’expression des gènes viraux et inhiber la réplication du virus. De son côté, 

HSV-1 induit la dégradation de protéines cellulaires spécifiques dont plusieurs 

sont impliquées dans la réponse antivirale pour ainsi faire pencher la balance 

en faveur de sa réplication. L’analyse du protéome cellulaire suite à une 

infection nous fournirait des informations précieuses quant à la réponse de la 

cellule hôte face au virus, à l’impact du virus sur la machinerie cellulaire et au 

contenu protéique du cytoplasme (enrichissement ou diminution de certaines 

protéines). Ceci constituerait alors une source d’informations non négligeable 

concernant les protéines cellulaires potentiellement pertinentes à l’infection 

par HSV-1. Les modifications du protéome cellulaire induites par le virus 

pourraient aussi être analysées à différentes heures après l’infection. 

 

 Rôles des protéines cellulaires incorporées dans les virus 

Les précédentes perspectives de recherche offrent une description de 

la composition protéique des virus, des interactions entre les protéines virales 
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et des effets de l’infection sur le protéome cellulaire. Aucun de ces futurs 

travaux ne s’attarde toutefois à démontrer l’importance de l’incorporation des 

protéines cellulaires dans les virus. En tant que parasite intracellulaire 

obligatoire, il est normal que les virus exploitent plusieurs fonctions de la 

machinerie de leur hôte pour mener à bien leur cycle viral et leur propagation 

et par le fait même, que certains incorporent des protéines cellulaires pour 

faciliter leur réplication (406, 408, 409). Toutefois, les protéines incorporées 

par les virus sont souvent seulement inventoriées et la raison de leur présence 

dans les virions n’est que rarement analysée de façon plus approfondie. Or, 

ces connaissances sont d’un grand intérêt puisqu’elles nous aideraient à 

déterminer la contribution des protéines cellulaires incorporées dans les virus 

au cours de leur cycle de réplication virale et à étudier les interactions  

hôte-pathogène. Même si plusieurs des protéines identifiées dans HSV-1 ne 

semblent pas être incorporées de façon aléatoire puisqu’elles sont observées 

aussi chez d’autres Herpesviridae (411-420) et même dans d’autres familles de 

virus (406, 409, 445-448), il n’en demeure pas moins que toutes ces protéines 

ne sont probablement pas impliquées de façon directe dans le processus de 

maturation du virus. Certaines pourraient, en effet, se lier de façon plus ou 

moins spécifique aux virions. D’ailleurs, il a déjà été démontré que l’absence 

de VP22 dans PRV est compensée par une augmentation de la quantité 

d’actine incorporée (457). La présence de protéines cellulaires, même si elles 

n’ont pas un rôle direct dans la maturation d’HSV-1, pourraient aussi être un 

excellent indicateur du parcours suivi par HSV-1 au sein de la cellule. À ce 

sujet, on pense entre autres aux protéines impliquées dans le transport 

vésiculaire, soit les petites GTPases (Rab et Arf). Étant donné leur importance, 

les protéines cellulaires incorporées dans HSV-1 font d’ailleurs actuellement 

l’objet d’un nouveau projet dans notre laboratoire. En utilisant de petits ARNs 

d’interférence (pARNi) qui empêchent l’expression des protéines cellulaires, il 

est alors possible d’évaluer l’impact de cette inhibition sur la relâche virale et 
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d’identifier les protéines qui influencent significativement la production virale. 

Toutefois, puisqu’il est possible, avec une telle méthode, qu’un effet sur la 

maturation du virus soit causé par la perte de fonction normale de la protéine 

de l’hôte ciblée et non pas par la perte de la protéine incorporée dans le virus 

mature, un essai a aussi été mis au point pour distinguer ces deux possibilités. 

Ainsi, grâce à la production de virus dépourvus de la protéine d’intérêt à partir 

de cellules traitées au pARNi, il est désormais possible d’utiliser ces virus pour 

infecter de nouveau des cellules traitées ou non au pARNi et ainsi déterminer 

si c’est la fraction incorporée dans le virus ou la fraction cellulaire d’une 

protéine qui a un impact majeur sur la réplication du virus. 





 

 

CONCLUSIONS 

Au cours de cette thèse, on a, d’une part, pris conscience de 

l’importance des maladies causées par HSV-1 mais aussi de l’absence de 

traitement curatif contre ce virus. D’autre part, on a découvert que les 

propriétés biologiques et la complexité de ce virus sont des caractéristiques 

qui rendent son étude fascinante. Ainsi, notre désir de mieux comprendre ce 

virus pour lutter contre les maladies qui lui sont associées nous a 

incontestablement amenés à étudier le cycle de réplication d’HSV-1. 

À la lueur des résultats découlant des travaux de recherche exposés 

dans cette thèse intitulée caractérisation de la migration d’HSV-1 par 

protéomique, on peut clairement affirmer que notre objectif principal, soit la 

caractérisation du processus complexe de maturation d’HSV-1 grâce à une 

approche multidisciplinaire alliant la biologie cellulaire, la virologie et la 

protéomique a été atteint. Premièrement, par une approche protéomique, le 

contenu protéique de deux intermédiaires viraux, soit les virus extracellulaires 

et les capsides C nucléaires, a pu être déterminé et comparé. Deuxièmement, 

une analyse biochimique a permis d’analyser les interactions et la dynamique 

sous-jacentes au tégument. Troisièmement, la mise en évidence de 

l’acquisition de protéines du tégument au noyau sur les capsides nucléaires 

clarifie le processus complexe de tégumentation. 

Toutes ces découvertes ont aussi ouvert de nouvelles voies à explorer. 

En effet, l’analyse protéomique d’autres intermédiaires viraux nous 

permettrait de dresser le protéome complet du virus durant sa migration. La 

caractérisation des interactions et de la dynamique du tégument nous aiderait, 

quant à elle, à élucider le processus de tégumentation ainsi que le rôle du 

tégument dans la sortie nucléaire afin de clarifier les mécanismes relatifs au 

passage des capsides à travers les deux membranes nucléaires. L’étude de 
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l’effet de l’infection sur le protéome cellulaire favoriserait aussi notre 

compréhension de la réponse de l’hôte face au virus et contribuerait à 

déterminer le rôle des protéines cellulaires incorporées dans les virions ainsi 

que leur contribution durant le cycle viral. 

Finalement, les résultats présentés dans cette thèse jumelés à une 

constante progression de nos connaissances fondamentales en recherche et à 

l’essor des technologies telles que la cytométrie en flux et la spectrométrie de 

masse ont permis de recueillir des informations pertinentes et indispensables 

à une meilleure compréhension du cycle viral d’HSV-1. Malgré ces efforts, 

toutes les pièces du puzzle ne sont pas encore assemblées. Il va sans dire que 

la recherche sur HSV-1 doit se poursuivre afin de permettre la découverte de 

nouveaux médicaments antiviraux capable d’éliminer définitivement le virus 

(458-461), le développement d’un vaccin antiherpétique sécuritaire et efficace 

(109, 462, 463) de même que la conception de vecteurs viraux oncolytiques 

pour le traitement de différents cancers (31, 464-468). 
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